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RESUMO 
 
O crescente emprego de imunoglobulinas G (IgG) nas áreas terapêutica, de testes 
diagnósticos e de biosensores tem impulsionado a busca por adsorventes para serem utilizados 
em técnicas cromatográficas objetivando a purificação destas glicoproteínas. É de interesse que 
os adsorventes sejam capazes de suportar altas vazões sem comprometer a eficiência de 
purificação e que imponham uma menor limitação à transferência de massa. Neste contexto, 
este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um adsorvente a base de poliacrilamida 
(PAAm) na forma de monolito, como fase estacionária para a purificação de IgG a partir do 
soro humano por cromatografia negativa.  O monolito foi sintetizado pela técnica de 
criopolimerização e o ligante polietilenoimina (PEI) foi covalentemente imobilizado, obtendo-
se um adsorvente de pseudoafinidade. Foram avaliados o efeito da presença do comonômero 
alil-diglicidil-éter (AGE), do agente de ativação (bisoxirano, bisoxi), de diferentes sistemas 
tamponantes e da quelação com íon metálico níquel na seletividade e capacidade de adsorção 
de IgG do monolito.  A síntese dos criogéis (PAAM, PAAm-AGE-PEI, PAAM-Bisoxi-PEI) 
permitiu obtenção de materiais esponjosos porosos que permitem o emprego de vazões mais 
elevadas às utilizadas em géis tradicionalmente empregados em cromatografia.  Os resultados 
indicaram que o PEI, quando imobilizado em PAAm-AGE, não proporcionou a purificação da 
biomolécula de interesse.  Em contrapartida, quando PEI foi imobilizado no criogel de PAAm 
ativado com bisoxirano (Bisoxi), os perfis eletroforéticos das amostras da etapa de lavagem da 
cromatografia foram similares ao perfil do marcador de IgG humana.  De acordo com os perfis 
eletroforéticos obtidos, a melhor condição tamponante foi Mes 25 mmol/L pH 6,0, tendo em 
vista que nesta condição, foram obtidas pelo menos uma amostra de lavagem com perfil 
eletroforético similar ao marcador de IgG. Apesar da baixa capacidade dinâmica obtida para o 
criogel ativado com bisoxirano (0,1 mg_proteina/mL_criogel), os ensaios cromatográficos 
revelaram ainda assim o potencial deste material de ser empregado como fase estacionária em 
cromatografia de pseudoafinidade para a purificação de IgG a partir do soro humano. 
 
 
ABSTRACT 
 
 The growing usage of immunoglobulins G (IgG) as therapeutics, biosensors, and in 
diagnostic tests has driven the search for adsorbents to be used in chromatographic techniques 
for purifying these glycoproteins. It is desirable that adsorbents stand high flow rates while 
maintaining purification efficiency and reducing mass transfer resistance. In this context, this 
study focused on developing a polyacrylamide (PAAm)-based monolithic adsorbent as a 
stationary phase for purifying human serum IgG by negative chromatography. The monolith 
was synthetized by the cryopolimerization method, where polyethyleneimine (PEI) ligand was 
covalently immobilized to the PAAm cryogel resulting in a pseudoaffinity adsorbent. The 
effects of the presence of comonomer allyl-glycidyl-ether (AGE), activation methods 
(bisoxirane, bisoxi), diverse buffer systems, and nickel metal ion chelation in both monolith 
selectivity and adsorption capacity were evaluated. The cryogel synthesis (PAAm, PAAm-
AGE-PEI, PAAm-Bisoxi-PEI) enables the formation of porous spongy materials that allows 
the use of flow rates higher than the ones used in gels commonly applied in chromatography. 
Results have shown that the PEI ligand, while immobilized in PAAm-AGE, did not purify the 
target biomolecule. However, when the ligand PEI was immobilized to PAAm cryogel activated 
with bisoxirane, the electrophoretic profiles of flowthrough fractions were similar to the profile 
of human IgG marker. According to the obtained electrophoretic profiles, Mes 25 mmol/L pH 
6.0 was the best buffer system used, since this condition allowed at least one electrophoretic 
profile similar to the IgG marker. Althought a low dynamic capacity was found for the bisoxi 
activated cryogel (0.1 mg_protein/mL_cryogel), the chromathographic experiments revealed 
the potential of this material to be applied as stationary phase in pseudoaffinity 
chromathography for the purification of immunoglobulin G (IgG) from human serum. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO  
As imunoglobulinas, ou anticorpos, são glicoproteínas presentes no plasma animal e que 
atuam no sistema imunológico, reconhecendo e se ligando a antígenos específicos. Esta função 
faz com que seja crescente a aplicação das imunoglobulinas em testes diagnósticos, em uso 
terapêutico (no caso de imunodeficiências congênitas ou adquiridas), no tratamento de doenças 
e seus sintomas (tais como as cardiovasculares, autoimunes, infecções e câncer), e também 
como ferramenta para purificação dos seus antígenos para fins de pesquisa ou para uso nas 
indústrias farmacêuticas (HUSE; BÖHME; SCHOLZ, 2002). 
Diversas indicações clínicas para emprego das imunoglobulinas já foram licenciadas 
pela agência regulatória americana (FDA - Food and Drug Administration) e europeia (EMEA 
- European Medicines Agency). Sua relevância reflete no mercado global, que movimentou 
cerca de 2,2 bilhões de dólares em 2014 no âmbito de pesquisas com anticorpos, e cerca de 63,4 
bilhões de dólares em 2013 no setor de fármacos com base em anticorpos monoclonais de uso 
terapêutico, incluindo outras aplicações e tecnologias relacionadas (FAN, 2015). 
Nas áreas terapêutica e de diagnóstico, dependendo da aplicação dos anticorpos, pode 
ser requerido grau de pureza de 95 a 99,9% (CASTILHO et al., 2008), uma vez que 
contaminantes e impurezas podem interferir na segurança de sua aplicação clínica (FASSINA 
et al., 2001).  Esta exigência torna evidente a necessidade de se desenvolver técnicas de 
purificação capazes de atingir não só a alta pureza, mas que esteja associado a um alto 
rendimento e a um custo mínimo, tendo em vista que as etapas de purificação são 
majoritariamente responsáveis pelo custo total de produção (STRAATHOF, 2011). 
A fonte dos anticorpos, seu tipo, aplicação final e o nível de pureza requerido são fatores 
que influenciam a escolha do método de purificação a ser utilizado. No caso do emprego da 
imunoglobulina G (IgG) humana para uso terapêutico, esta comumente é purificada pelas 
indústrias farmacêuticas a partir do plasma humano pelo método de precipitação por etanol 
(método de Cohn), antecedido ou sucedido por cromatografias de troca iônica (BURNOUF, 
2007). No caso da IgG humana ser purificada em pequena escala (laboratorial) ou desta proteína 
ser destinada a aplicações que requerem alto grau de pureza, como por exemplo, testes 
diagnósticos ou como ligantes em cromatografia de afinidade, as imunoglobulinas, sejam elas 
nativas ou geneticamente engenheiradas, são comumente purificadas pela técnica de 
cromatografia de afinidade (ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007). As proteínas A e G são ligantes 
de afinidade bioespecíficos amplamente empregados para purificação de anticorpos 
monoclonais e policlonais. Entretanto, eles apresentam como desvantagens a necessidade de 
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condições drásticas de eluição (baixos valores de pH), provocando, muitas vezes, agregação ou 
desativação do anticorpo, bem como podem co-purificar outros anticorpos (TRIER; HOUEN, 
2017). 
Estes fatores, somados ao alto custo (10mL de Agarose 4B com proteína A imobilizada 
fornecida pela Sigma-Aldrich custa cerca de R$ 6.500,00), desfavorecem a utilização dos 
ligantes bioespecíficos e, consequentemente, impulsionam a busca por alternativas mais 
vantajosas como, por exemplo, os ligantes pseudoespecíficos. Estes, por sua vez, incluem 
aminoácidos, peptídios, ligantes tiofílicos, corantes e quelatos metálicos imobilizados, que 
apresentam, de maneira geral, alta estabilidade, simplicidade, seletividade e menor custo. Estes 
ligantes podem interagir com a proteína alvo por meio de interações eletrostáticas, hidrofóbicas, 
ligação de coordenação, etc, com intensidades variadas (VIJAYALAKSHMI, 1989). 
Dentre os ligantes pseudoespecíficos encontram-se as aminas, que podem ser 
imobilizadas covalentemente após a ativação de diferentes matrizes e têm sido utilizadas na 
purificação de diversas proteínas (HOUEN, 2001). O mecanismo de adsorção de proteínas em 
matrizes com aminas imobilizadas ainda não foi totalmente elucidado, porém estudos 
demonstram que as proteínas interagem com o ligante por meio de interações eletrostáticas 
(com grupamentos amino positivamente carregados), hidrofóbicas ou por afinidade 
(BRESOLIN et al., 2012).  
A purificação de IgG humana em matrizes derivatizadas com aminas foi realizada por 
cromatografia negativa, técnica em que as impurezas presentes na solução de alimentação são 
adsorvidas na fase estacionária, enquanto a proteína alvo é obtida nas frações de flowthrough e 
de lavagem (LEE; CHAN; TEY, 2014). Bresolin e colaboradores (2009, 2010, 2012) obtiveram 
bons resultados de rendimento e pureza na purificação de IgG a partir do soro e plasma humano 
por cromatografia negativa em gel de agarose com aminas imobilizadas como fase estacionária: 
ao empregarem o ligante TREN, 73% da IgG alimentada foi recuperada nas frações não retidas, 
apresentando pureza superior a 90%. 
De Souza e colaboradores (2010) estudaram a purificação de IgG a partir do plasma e 
soro humanos empregando como ligante ω-aminohexil imobilizado em agarose e 
demonstraram que na matriz ativada com brometo de cianogênio (CNBr) somente 30% do total 
de IgG alimentado foi obtido com alto grau de pureza nas frações não-retidas, enquanto que 
para a matriz ativada com bisoxirano, esse valor foi de 76% , sendo a pureza de 100%. Nesta 
última matriz, obteve-se também uma alta capacidade de adsorção de albumina de soro humano 
(HSA), correspondendo a 210,4 mg HSA/mL gel. 
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 Carmignotto, Mourão e Bueno (2017) empregaram o ligante polietileimina (PEI) 
imobilizado em gel de agarose e alcançaram bons valores de pureza (96%) e recuperação (93%) 
na purificação de fragmentos proteolíticos Fab de IgG humana por cromatografia negativa. 
O PEI é uma poliamina altamente ramificada, contendo elevada densidade de cargas 
positivas (grupamentos amino primários, secundários e terciários carregados). O PEI é capaz 
de estabelecer fortes interações eletrostáticas com as proteínas e seu emprego como ligante 
imobilizado em suportes sólidos tem resultado em elevada adsorção de proteínas (WANG et 
al., 2013).  
Em cromatografia de afinidade, a matriz cromatográfica desempenha um papel 
importante na eficiência e resolução da separação. Tradicionalmente são empregados partículas 
esféricas porosas como matrizes para imobilização de ligantes. No entanto, esses materiais 
podem apresentar caminhos preferenciais ao operar a altas vazões, além da queda de pressão e 
tempo de processamento elevado devido a difusão intrapartícula.  Como alternativa, busca-se 
matrizes que minimizem essas limitações, tais como os monolitos macroporosos. A combinação 
de ligantes de afinidade com suportes monolíticos tem dado origem ao método de cromatografia 
de afinidade em monolitos (AMC)  (MALLIK; HAGE, 2006). A AMC envolve o emprego de 
uma fase estacionária constituída por um único bloco contínuo de material poroso (monolitos).  
Os monolitos, frente as matrizes convencionais como o gel de agarose, possuem como 
principais vantagens o fato de que neles a transferência de massa ocorre majoritariamente por 
convecção, além de possibilitarem o uso de vazões mais elevadas.  Ao estudarem a relação entre 
a velocidade da bomba (mL/min) e vazão observada (mL/min) em colunas cromatográficas, 
Plieva e colaboradores (2004a) reportaram o perfil linear para criogel de poliacrilamida, 
testando-se vazões de até 14 mL/min, enquanto que para colunas de geometria similar 
empacotadas com géis comerciais os desvios da linearidade foram notados ao se empregar 
vazões de 3 e de 8 mL/min (para Sephadex G-100 e Sephacryl S-1000 SF, respectivamente). 
Os monolitos sintetizados a partir de polimerização a baixas temperaturas (T < -10°C), 
de monômeros dissolvidos em água, são denominados criogéis e são caracterizados pela sua 
estrutura hidrofílica e macroporosa, com poros interconectados. Esse material, pelas vantagens 
características dos monolitos e também por terem macroporos acessíveis a biomoléculas de 
diversos tamanhos, têm sido cada vez mais empregados como fase estacionária em processos 
de purificação por cromatografia de afinidade (BAKHSHPOUR et al., 2016; MALLIK; HAGE, 
2006).  
Desta maneira, o PEI imobilizado em monolito (criogel) pode ser um adsorvente com 
elevado potencial para ser utilizado em processos de purificação de anticorpos provenientes do 
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soro humano por cromatografia negativa, ao mesmo tempo em que não foram encontrados, na 
literatura consultada, estudos envolvendo este adsorvente na purificação de IgG humana.  
 
1.1. Objetivo  
Este trabalho teve como objetivo desenvolver uma matriz monolítica de poliacrilamida 
(PAAm) derivatizada com a poliamina PEI e empregá-la na purificação de IgG a partir de soro 
humano por cromatografia negativa.  
 
1.2. Plano de trabalho 
A técnica de criopolimerização foi empregada na síntese de colunas monolíticas a base 
de poliacrilamida, sendo posteriormente imobilizado o ligante PEI. Duas variações destas 
colunas monolíticas foram testadas, sendo uma sintetizada na presença do comonômero 
funcional alil-glicidil-éter (AGE) na mistura polimérica, quanto outra, na ausência deste 
comonômero, tendo sido ativada com bisoxirano (1,4 butanodiol diglicidil éter) previamente à 
adição do ligante.   
O efeito da presença do braço espaçador bisoxirano e do comonômero AGE, do sistema 
tamponante, do pH e da quelação do PEI com o íon metálico níquel foi investigado visando 
selecionar o criogel com as características mais vantajosas e as condições que propiciassem 
uma melhor purificação de IgG a partir do soro humano.  
Os experimentos foram realizados seguindo os seguintes passos e conforme 
esquematizado no fluxograma (Figura 1): 
1) Síntese dos criogéis de PAAm, na presença de AGE ou ativado com bisoxirano, na 
presença ou não de ligante PEI e de íon metálico; 
2) Determinação da capacidade de expansão dos criogéis; 
3) Determinação da quantidade de íon metálico quelatado pelos adsorventes 
sintetizados; 
4) Ensaios cromatográficos com IgG de alta pureza; 
5) Ensaios cromatográficos visando a purificação de IgG a partir do soro humano. 
6) Determinação da curva de ruptura (breakthrough) de soro humano no tampão que 
apresentou melhor resultado nas cromatografias de purificação de IgG a partir de 
soro humano. 
7) Caracterização morfológica dos criogéis via MEV. 
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Figura 1 - Fluxograma das etapas para a realização do estudo da purificação de IgG humana em criogel 
monolítico de poliacrilamida com PEI imobilizado.    
 
 
PAAm: poliacrilamida 
AGE: alil-glicidil-éter 
Bisoxi: bisoxirano 
Ni(II): íon metálico níquel 
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CAPÍTULO 2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
2.1. Imunoglobulinas 
Imunoglobulinas, ou anticorpos, estão presentes no plasma de diversos organismos e 
atuam como principais agentes da imunidade humoral. Nos seres humanos, quando um antígeno 
entra no organismo, desencadeia-se uma resposta imunológica, levando a produção de 
anticorpos específicos pelas células derivadas dos linfócitos B (plasmócitos). Estes anticorpos 
são excretados para o plasma e outros fluidos extracelulares e promovem a defesa do 
organismo, ligando-se aos antígenos que estimularam a sua produção, através das partes 
específicas deste antígeno (epitopos), e promovendo a eliminação dos mesmos (WILSON; 
WALKER, 2010). 
Os anticorpos podem ser do tipo policlonal ou monoclonal.  Anticorpos policlonais se 
originam de diversos clones de diferentes células, mas que reconhecem o mesmo antígeno. São 
amplamente utilizados em testes diagnósticos, principalmente pelo seu menor custo, mas são 
menos específicos já que reagem com vários epitopos do antígeno.  Os anticorpos monoclonais 
(AcM) distinguem-se dos policlonais por serem moléculas idênticas secretadas por um só tipo 
de linfócito B e seus clones, sendo comumente obtidos pela técnica de cultivo in vitro a partir 
de células de mamíferos. Devido a sua maior estabilidade, homogeneidade e especificidade, 
reagindo com somente um epitopo, os anticorpos monoclonais são de grande valor para fins 
terapêuticos e diagnósticos, mas estão associados a um alto custo de produção (WILSON; 
WALKER, 2010). 
Quanto à sua composição, as imunoglobulinas são glicoproteínas compostas por 
aminoácidos e carboidratos. A unidade básica de todas as imunoglobulinas é constituída por 
quatro cadeias polipeptídicas estruturadas em formato de “Y”, sendo duas cadeias leves 
idênticas (L) (~25 kDa) e duas cadeias pesadas idênticas (H) (de 50-70 kDa), unidas por 
ligações covalentes de dissulfeto (ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007). Cada cadeia peptídica 
apresenta domínios variáveis (“V”) e constantes (“C”). A região Fab (fragment antigen-
binding) do anticorpo apresenta ambos tipos de domínio e é a região responsável por interagir 
com o antígeno. Assim, essa região determina a especificidade do anticorpo. A região Fc 
(fragment crystallizable), por sua vez, apresenta somente domínios constantes e é responsável 
por ativar mecanismos efetores do sistema imunológico para neutralização e eliminação do 
antígeno (ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007; TRIER; HOUEN, 2017). 
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As imunoglobulinas humanas são divididas em cinco classes (IgM, IgG, IgA, IgE e IgD) 
que diferem, quanto à unidade básica, nas sequências de aminoácidos da região constante das 
cadeias pesadas, apresentando assim variações de massa molecular e de ponto isoelétrico 
(ANDERSON N. L.; ANDERSON N. G., 2002) 
As interações de anticorpos com antígenos são caracterizadas pela alta afinidade e 
especificidade e, por esta razão, tornaram-se alvo de diversos estudos e possibilitaram a 
aplicação dos anticorpos nas áreas científicas e médicas. Quando utilizados em testes 
laboratoriais, por exemplo, possibilitam a obtenção de um vasto número de informações 
qualitativas e quantitativas, como a identificação de patógenos e a medição das quantidades 
normais e anormais de componentes sanguíneos ou de outros tecidos. De forma geral, os 
anticorpos podem ser aplicados em áreas como imunologia, microbiologia, hematologia e 
patologia. Os anticorpos monoclonais podem também ser utilizados em testes do tipo ELISA 
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), radioimunoensaio, de imunofluorescência e exames 
imuno-histoquímicos e imunocitoquímicos para detecção de patógenos (TRIER; HOUEN, 
2017).  
 
2.1.1. Imunoglobulina G 
A imunoglobulina G (IgG) é a classe mais abundante das imunoglobulinas humanas, 
com ponto isoelétrico entre 4,35 a 9,95, além de ser a imunoglobulina do soro humano com 
maior taxa de síntese (cerca de 20-60 mg/kg/dia) e maior tempo de meia-vida (cerca de 21 dias, 
quando comparado aos 5 dias para IgM e IgA e 2,4 dias para IgE) (PARIJA, 2009). A IgG 
(Figura 2) possui massa molecular de 150 kDa, sendo as cadeias leves de 25 kDa e as pesadas 
de 50 kDa, aproximadamente. A região de dobradiça, presente na estrutura da IgG, une as 
porções Fab e Fc e confere flexibilidade à esta molécula (HAMILTON, 2001; PRIN et al., 
1995).  
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Figura 2 – Estrutura da IgG. Adaptado de Trier e Houen (2017). 
 
Em 1960, a IgG humana foi classificada em quatro subclasses (IgG1, IgG2, IgG3, 
IgG4), com base na existência de quatro subgrupos distintos de cadeias pesadas.  Enquanto a 
sequência primária de aminoácidos das regiões constantes das cadeias pesadas são similares 
entre as subclasses de IgGs, as diferenças mais significativas entre elas são na região de 
dobradiça, no que diz respeito ao número de resíduos e de ligações dissulfídicas entre as 
cadeias. As subclasses mais abundantes no soro humano são IgG1 (8,2  <  pI  <  9,0) e IgG2 
(6,8  <  pI  <  8,0), correspondendo respectivamente a 64% e 25% do total de IgG, enquanto 
que IgG3 (7,6 < pI < 9,0) corresponde a 7% e IgG4 (6,4 < pI < 8,0) aos 4% restantes 
(HAMILTON, 2001; PRIN et al., 1995). 
A IgG tem sido empregada para detecção, prevenção e tratamento de diversas 
patologias, tais como infecções virais e bacterianas, câncer, doenças cardíacas, neurológicas e 
autoimunes (KANEKO et al., 2017; PEREZ et al., 2016). Segundo Filippidou e colaboradores 
(2016), manifestações clínicas parecem mais associadas a IgG do que as classes IgM e IgA. 
Além disso, tanto para estes fins, quanto os voltados para área de pesquisa e desenvolvimento, 
a IgG pode ser aplicada em técnicas de purificação de anticorpos e antígenos  (HUSE; BÖHME; 
SCHOLZ, 2002).  
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2.1.2. Purificação de imunoglobulinas 
O plasma humano é um fluido biológico que apresenta na sua composição mais de 3000 
proteínas, sendo que mais de 95% da massa total de proteínas corresponde às 12 mais 
abundantes (HORTIN; SVIRIDOV; ANDERSON, 2008). Dentre estas, albumina 
(concentração plasmática  de 50 mg/mL) e imunoglobulinas (concentração plasmática em torno 
de 17 mg/ml) representam 90% do total de proteínas presentes no plasma (MAES et al., 2017). 
Por ano, mais de 22 milhões de litros de plasma humano são utilizados a fim de se obter 
proteínas humanas para uso terapêutico (ANDERSON, N. G.; ANDERSON, N. L., 2002). 
O uso terapêutico dos anticorpos, além de extremamente importante, representa uma 
oportunidade multibilionária no mercado global, tendo em vista a demanda crescente e os custos 
envolvidos de obtenção e comercialização. Entretanto, para esta finalidade, faz-se necessário 
atender as exigências de alto grau de pureza estabelecidas por órgãos regulatórios como a Food 
and Drug Administration (FDA - EUA) e a World Health Organization (WHO - Europa), 
visando a redução dos efeitos colaterais e o aumento da eficácia clínica. 
Além disso, o estudo de proteínas menos abundantes do plasma humano, que podem ser 
biomarcadores com relevantes aplicações em diagnósticos clínicos e medicina preventiva, 
requer a depleção das proteínas mais abundantes – como albumina e IgG – por técnicas de 
purificação, tendo em vista que estas últimas podem gerar sinais que mascaram ou interferem 
nos sinais das proteínas presentes em menores quantidade (ROCHE et al., 2009). 
Para purificação de proteínas do plasma, os métodos possíveis de serem utilizados 
incluem precipitação por adição de etanol, polietilenoglicol (PEG) ou sal, crioprecipitação,  
filtração em gel e técnicas cromatográficas (troca iônica, de afinidade, imunoafinidade) 
(BURNOUF, 2007; PHILLIPS; MARTIN; HORTON, 1984).  A escolha do método depende 
principalmente de fatores como rendimento, pureza do produto final, manutenção da atividade 
biológica dos constituintes e custo envolvido, sendo este último responsável por 50 a 80% do 
custo total de manufatura (HUSE; BÖHME; SCHOLZ, 2002; ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007). 
A técnica de precipitação por etanol, estabelecida em 1940 por Cohn e colaboradores, é 
largamente aplicada para fracionamento do plasma, devido a sua simplicidade e relação custo-
eficácia. O método de Cohn consiste em uma série de precipitações sucessivas em determinadas 
concentrações de etanol, com variações de temperatura e osmolalidade. A necessidade de 
recuperações mais elevadas e frações mais puras, resultou na integração de cromatografias ao 
processo de obtenção dessas proteínas (BURNOUF, 2007; TSCHELIESSNIG et al., 2014).  
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A técnica de cromatografia de afinidade, devido sua alta seletividade, propicia obtenção 
de produtos com elevados graus de pureza, sendo por este motivo uma das mais empregadas 
para purificação de bioprodutos em larga escala. Contudo, ligantes de afinidade bioespecíficos 
tradicionalmente empregados, como as proteínas A ou G para purificação de IgG e lectinas para 
purificação de IgA e IgM, são obtidos por meio de etapas complexas e de elevados custos. Além 
disso, a alta afinidade de ligantes bioespecíficos pelos anticorpos faz com que sejam necessárias 
condições drásticas de eluição (baixos valores de pH), o que pode levar à agregação do 
anticorpo e ao desprendimento do ligante e, consequentemente, a contaminação do produto 
final. Estas desvantagens impulsionam a busca por ligantes biológicos mais simples ou ligantes 
sintéticos que apresentem baixo custo, resistência a degradação biológica e química, alta 
capacidade de adsorção, empregabilidade na purificação de tipos variados de anticorpos, baixa 
toxicidade e mínimo desprendimento da matriz (FASSINA et al., 2001; ROQUE; SILVA; 
TAIPA, 2007). 
 
2.2. Cromatografia de afinidade  
Nas técnicas cromatográficas, o ligante é covalentemente ligado a um suporte sólido 
(matriz) e a cromatografia é dita positiva quando a biomolécula alvo é adsorvida na fase 
estacionária, obtendo-a com alto grau de pureza nas frações de eluição, ou a cromatografia é 
dita negativa, quando a biomolécula alvo é recuperada com alta pureza nas etapas de 
flowthrough e lavagem da coluna. A etapa de eluição, para dessorção das proteínas adsorvidas, 
é alcançada pelo emprego de eluentes não específicos (mudanças de pH, força iônica, 
temperatura) ou específicos (agentes competitivos) (ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007).  
A cromatografia de afinidade por sua vez é tradicionalmente utilizada para purificação 
de biomoléculas, tais como os anticorpos, e tem como base a interação específica e reversível 
entre a molécula de interesse e um ligante imobilizado na fase estacionária. Por ser altamente 
seletiva, permite a obtenção de IgG com alto grau de pureza, com elevado rendimento e mínimo 
de perdas por degradação proteolítica e desnaturação (HUSE; BÖHME; SCHOLZ, 2002). 
Desta forma, é a técnica mais empregada na obtenção de IgG para fins medicinais/terapêuticos, 
uma vez que a eliminação de impurezas no produto final pode reduzir os efeitos colaterais do 
seu uso clínico.  
Nesta técnica, pode-se utilizar uma variedade de tipos de agentes de interação (ligantes) 
e de suportes sólidos (matrizes), sendo estes escolhidos apropriadamente caso a caso. Para 
atingir a recuperação e a pureza desejada do produto de interesse, bem como possibilitar que a 
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purificação seja feita em larga escala, é necessária a otimização de fatores como seletividade 
(resposta a biomoléculas com uma característica em comum), especificidade (resposta a uma 
biomolécula específica), reprodutibilidade e custo. Por esta razão, é crescente a busca científica 
pela combinação ideal de matrizes e ligantes que, quando submetidas a metodologias 
apropriadas, possibilitem a purificação do anticorpo de interesse de maneira econômica e 
eficiente (ARORA; SAXENA; AYYAR, 2016). 
 
2.2.1. Matrizes em cromatografia de afinidade 
Na cromatografia de afinidade, a fase estacionária consiste de uma matriz sólida com 
um ligante imobilizado covalentemente. As matrizes podem pertencer às classes orgânicas 
naturais (por exemplo, agarose e dextrana) ou sintéticas (por exemplo, acrilamida e 
polimetacrilato), ou inorgânicas (por exemplo, sílica, fibras de vidro e cerâmica). É desejável 
que sejam hidrofílicas, que apresentem o mínimo de interações não específicas, que sejam 
insolúveis nas soluções empregadas nas etapas de ativação da matriz, imobilização do ligante 
e operação da coluna e que permitam vazões condizentes ao processo desejado. Além disso, 
devem apresentar alta estabilidade química e mecânica, possuir grupos funcionais que 
possibilitem a modificação química (ativação) e exibir elevada porosidade e área superficial 
(HUSE; BÖHME; SCHOLZ, 2002; MALLIK; HAGE, 2006; ARORA; SAXENA; AYYAR, 
2016;). 
Para que ocorra adsorção de biomoléculas, é fundamental que estas tenham acesso aos 
poros da matriz para que possam interagir com os sítios de adsorção. Este acesso é dependente 
do tipo de matriz utilizada e será maior quanto menor for a resistência à transferência de massa 
imposta pelo suporte sólido. Quando o processo de transferência de massa é regido pela 
convecção, essa resistência é mínima, favorecendo a adsorção (ALKAN et al., 2009).  
Nas últimas décadas, diversos tipos de matrizes foram desenvolvidas na tentativa de 
contornar as desvantagens associadas às comumente empregadas, como, principalmente, a 
resistência a transferência de massa, e de se obter valores ótimos de recuperação e purificação. 
O desenvolvimento de matrizes esféricas de agarose e do método de ativação por brometo de 
cianogênio (CNBr) possibilitaram avanços no acoplamento covalente de proteínas e peptídeos 
a materiais polissacarídicos. A toxidade de agentes de ativação, como o CNBr, a dificuldade de 
ativação utilizando alguns outros agentes, a complexidade da etapa de imobilização do ligante 
motivaram o desenvolvimento e comercialização de matrizes pré-ativadas, tornando-se um 
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marco na evolução das matrizes cromatográficas (HJERTÉN, 1964; AXÉN; PORATH; 
ERNBACK, 1967; ARORA; SAXENA; AYYAR, 2016).  
Atualmente, matrizes de diversas composições e formatos são empregadas como fase 
estacionária em processos cromatográficos. A escolha da matriz depende de fatores como 
facilidade de obtenção, custo associado, facilidade de modificação química (ativação e 
mobilização de ligantes), condições de operação (vazão, força iônica e pH), características das 
moléculas a serem adsorvidas (principalmente no que se refere ao binômio tamanho/massa), 
etc. As partículas esféricas porosas, como de agarose e de sílica, por exemplo, são 
frequentemente empregadas em matrizes em cromatografia, mas apresentam como 
desvantagem o transporte de matéria regido por difusão, impondo assim uma maior resistência 
a transferência de massa. Já os géis de ágar e agarose são mais vantajosos que os géis de 
poliacrilamida e dextrana quanto a purificação de biomoléculas maiores, tais como células, 
mitocôndrias e microssomos. O uso de membranas de afinidade surgiu para contornar a queda 
de pressão ao longo das colunas cromatográficas e  os elevados custos associados, além de 
terem como vantagem menores limitações a transferência de massa ( HJERTÉN, 1964; SUN; 
SEHON, 1965; ARORA; SAXENA; AYYAR, 2016; DEMIRYAS et al., 2007).   
Mais recentemente, observa-se o emprego crescente de suportes sólidos monolíticos de 
poliacrilamida, glicidil metracrilato e derivados de acrilamida como fase estacionária em 
cromatografia de afinidade para purificação de lisozima, imunoglobulinas e diversas outras 
proteínas. Esses materiais, devido a presença de poros altamente conectados na sua estrutura, 
têm a transferência de massa regida por convecção, sendo tidas como matrizes promissoras para 
a separação de nano e micro biomoléculas (MALLIK; HAGE, 2006; ERTÜRK; 
MATTIASSON, 2014). 
 
2.2.1.1. Monolitos como fase estacionária em cromatografia 
Monolitos são matrizes cromatográficas constituídas por um único bloco contínuo de 
material poroso na forma de discos ou tubos. Os monolitos podem ser produzidos a partir de 
materiais orgânicos, naturais e inorgânicos, e são caracterizados principalmente por seu 
tamanho de poros maiores que os encontrados nas matrizes convencionais. Estes macro e 
mesoporos permitem que o transporte de solutos para o interior dos poros seja dado não só por 
difusão mas também por convecção, resultando em  uma menor resistência à transferência de 
massa, além de possibilitar que biomoléculas grandes, como por exemplo os plasmídeos, 
acessem os poros (ZÖCHLING et al., 2004). 
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 Os principais tipos de suportes monolíticos reportados na literatura são os sintetizados 
a partir da sílica e os resultantes de polimerização. O crescente uso de monolitos como fase 
estacionária de cromatografia se deve, principalmente, as suas seguintes vantagens: poderem 
ser sintetizados já no interior de colunas e capilares, assumindo diferentes formas; serem 
resistentes a altas vazões, promovendo uma separação mais rápida e reduzindo o tempo de 
análise; possibilitarem uma transferência de massa por convecção, aumentando a eficiência de 
separação; poderem ser submetidos a diversas reações químicas para modificação da sua 
estrutura. Dentre os diversos tipos de monolitos que têm seu uso em cromatografia de afinidade 
reportados na literatura, encontram-se os sintetizados pela técnica de criogelificação (MALLIK; 
HAGE, 2006; CERNIGOJ et al., 2016). 
Os criogéis são géis produzidos sob condições criogênicas, ou seja, em temperaturas 
abaixo do ponto de congelamento do solvente. Conforme ilustrado na Figura 3, durante a etapa 
de congelamento da mistura líquida contendo os monômeros e o iniciador, cristais de gelo -de 
solvente- são formados e a polimerização e a reticulação ocorrem ao redor desses cristais. Estes 
cristais atuam como agentes porogênicos pois, ao serem descongelados, os espaços que 
ocupavam tornam-se vazios, originando assim poros no monolito. Portanto, os tamanhos e 
formas destes macroporos são definidos pelo tamanho e forma dos cristais. Além disso, durante 
o processo de polimerização, são também gerados microporos entre as cadeias poliméricas 
formadas (LOZINSKY et al., 2003; PLIEVA et al., 2004b; SAHINER; DEMIRCI, 2016). 
Figura 3 - Esquema de formação do criogel a partir da mistura reacional polimérica. Adaptado de Plieva 
e colaboradores (2004a).  
 
Desta forma, os criogéis apresentam estrutura “heteroporosa” caracterizada pela 
presença de inúmeros micro e macroporos altamente interconectados e de tamanhos de 10 a 
200 µm. A depender da sua composição, podem ainda estar associados a uma alta resistência 
mecânica, estabilidade e à presença mínima de interações não-específicas. A diferença mais 
relevante entre criogéis e outros materiais macroporosos é o fato destes primeiros serem 
altamente elásticos, podendo ser comprimidos inúmeras vezes, sem que sua estrutura porosa 
sofra danos (DEMIRYAS et al., 2007; ERTÜRK; MATTIASSON, 2014; EROL et al., 2016). 
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Essa elasticidade possibilita a remoção mecânica da água livre que ocupa os interiores dos poros 
pequenos e grandes do polímero. Além dessa água livre, os criogéis também apresentam 
moléculas de água que interagem quimicamente com o polímero. 
As propriedades dos criogéis, tal como a distribuição do tamanho de poro e a sua 
espessura da parede, podem variar de acordo com o pH, a quantidade de água e de outros 
solventes, gradiente de temperatura e concentração de monômeros que foi aplicada durante a 
etapa de polimerização. Ainda não existem técnicas consolidadas para medir o tamanho do poro 
e sua distribuição em criogéis no seu estado úmido, segundo a literatura consultada ( YAO; 
LENHOFF, 2004; PLIEVA et al., 2005; GUN’KO; SAVINA; MIKHALOVSKY, 2013). 
Na literatura é possível encontrar o emprego de criogéis monolíticos para cultivo de 
células microbianas e de mamíferos e como fase estacionária para purificação de diversos 
bioprodutos ( KUMAR et al., 2005, 2006ª; BABAC et al., 2006; ERTÜRK; MATTIASSON, 
2014). A fim de aprimorar os processos de biosseparação e maximizar a capacidade de adsorção 
dessas matrizes, é de grande importância o estudo dos criogéis  
 
2.2.1.2. Criogel de poliacrilamida como fase estacionária em cromatografia 
Colunas monolíticas supermacroporosas sintetizadas a partir de monômeros de 
acrilamida são apontadas como matrizes promissoras para purificação via cromatografia de 
nano e micropartículas biológicas, tais como plasmídeos, vírus, organelas e até mesmo células. 
Os criogéis de poliacrilamida são os mais utilizados dentre os criogéis reportados na literatura 
e, consequentemente, suas características já são bem conhecidas. Sua síntese envolve tanto 
polimerização quanto reticulação (KUMAR et al., 2010; LOZINSKY et al., 2003). 
A síntese destes materiais é comumente feita pela copolimerização radicalar de 
monômeros de acrilamida com alil glicidil éter (AGE) e o agente reticulante N,N’-metileno-
bis-acrilamida, a temperaturas abaixo de zero grau Celsius (entre -5°C e -20°C) . O AGE, apesar 
de não ser um reagente indispensável na síntese do criogel, é geralmente utilizado para 
introduzir um grupamento funcional epóxi, possibilitando sua posterior conversão em um 
trocador aniônico, ou a inclusão de um agente quelante ou de um ligante (ERTÜRK; 
MATTIASSON, 2014; GUN’KO; SAVINA; MIKHALOVSKY, 2013; PLIEVA et al., 2004a). 
A reação associada a esta síntese encontra-se esquematizada na Figura 4. 
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Figura 4 - Reação de formação do criogel de poliacrilamida. Adaptado de Mallik e Hage (2006). 
 
A estrutura porosa característica dos criogéis de poliacrilamida é função da temperatura 
de congelamento, da concentração de monômetros inicialmente presente na mistura reacional, 
e do tipo e quantidade de agente reticulante. O tamanho dos poros controla a resistência ao 
fluxo e, junto à espessura da parede do poro, definem o volume total de poro no criogel de 
poliacrilamida. Esta espessura, concomitante à densidade (concentração do polímero) das 
paredes do poro, determina as propriedades mecânicas macroscópicas do criogel, enquanto que 
a acessibilidade dos ligantes quimicamente associados ao polímero é afetada pelo tamanho do 
poro e pela densidade da parede do poro (PLIEVA et al., 2005). Estes parâmetros, que afetam 
a performance do criogel, são ilustrados na Figura 5.  
Figura 5 - Parâmetros da estrutura do criogel que afetam sua performance. Adaptado de Plieva e 
colaboradores (2005). 
 
O trabalho desenvolvido por Plieva e colaboradores (2005) demonstra que o aumento 
na concentração de monômeros na mistura reacional provoca o aumento da resistência ao fluxo, 
ao mesmo tempo em que diminui a capacidade de expansão e aumenta a quantidade de água 
associada ao polímero. 
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Para aplicações biomédicas e biotecnológicas é comum a imobilização de um ligante na 
matriz polimérica, sendo este capaz de estabelecer interações específicas e seletivas com a 
biomolécula alvo. Os parâmetros da estrutura dos criogéis afetam, portanto, a acessibilidade 
das biomoléculas aos sítios de interação dos ligantes imobilizados. A presença de maior número 
de canais interligados tem como vantagem, por exemplo, proporcionar maior acessibilidade de 
biomoléculas grandes (CERNIGOJ et al., 2016). 
 
2.2.2. Ligantes empregados em cromatografia de afinidade 
Para purificação de anticorpos, as técnicas com base em afinidade têm sido as mais 
utilizadas e que demonstram maior eficiência, tanto nas escalas laboratoriais quanto industriais. 
A separação por afinidade baseia-se no reconhecimento entre a biomolécula de interesse e o 
ligante covalentemente imobilizado a um suporte sólido. Os ligantes atualmente utilizados 
variam de moléculas biológicas, engenheiradas ou totalmente sintéticas, desenvolvidas para 
possuírem elevada seletividade além de resistência e estabilidade otimizadas (ROQUE; SILVA; 
TAIPA, 2007). 
Os ligantes imobilizados à matriz polimérica e utilizados na cromatografia de afinidade 
são então divididos em duas classes: bioespecíficos e pseudobioespecíficos. Estes primeiros, 
que incluem antígenos, anticorpos, lectinas, cofatores, dentre outros, apesar da sua alta 
especificidade, são geralmente mais custosos, mais difíceis de imobilizar e mais propícios a 
desnaturação ao longo do tempo, enquanto que os ligantes pseudobioespecíficos, tais como 
aminoácidos e íons metálicos imobilizados, são mais simples e também demonstram alta 
afinidade por biomoléculas (VIJAYALAKSHMI, 1989).  
Em comparação aos ligantes bioespecíficos, como Proteína A, os ligantes 
pseudobioespecíficos apresentam custos, toxicidade e imunogenicidade inferiores, esterilização 
in situ facilitada na produção em larga-escala, além de terem maior resistência à degradação 
química e bioquímica. Por serem mais estáveis, são menos susceptíveis a se desprenderem da 
matriz e contaminarem o produto final. Além disso, ligantes pseudobioespecíficos possibilitam 
a eluição em condições brandas. Desta maneira, eles têm sido empregados na purificação de 
enzimas e de diversas outras proteínas e continuam sendo alvo de diversos estudos (ROQUE; 
SILVA; TAIPA, 2007; SAVANE et al., 2016). 
Para purificação de anticorpos por cromatografia de pseudoafinidade, diversas 
moléculas biológicas, como o aminoácido histidina, e sintéticas, como o tiofílico 2-
mercaptoetanol, já foram empregadas como alternativas em substituição da proteína A, 
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comumente utilizada. Todavia, alguns destes ligantes podem ter seu uso limitado devido a sua 
menor seletividade ou à necessidade de se empregar condições tamponantes nem sempre 
compatíveis com a manutenção da atividade da biomolécula de interesse. Estas razões, bem 
como a exigência por parte das agências reguladoras de se conhecer detalhadamente as 
características e propriedades destes compostos, principalmente no que se refere ao 
desprendimento e toxicidade, fomentam a busca por ligantes alternativos que sejam estáveis, 
seletivos e proporcionem uma elevada recuperação e grau de pureza. É desejável também, que 
estes ligantes possam ser aplicados na purificação de mais de um tipo de imunoglobulina e, de 
preferência, possibilitem a purificação em larga-escala (FASSINA et al., 2001). 
Além do propósito de purificação, os ligantes empregados em cromatografia de 
afinidade são capazes de estabelecer interações seletivas e reversíveis com as biomoléculas de 
forma similar às interações presentes em diversos sistemas biológicos, o que permite a 
utilização da cromatografia de afinidade como um método para estudar e modelar as interações 
químicas e bioquímicas que ocorrem em sistemas vivos, sendo portanto de grande interesse 
para aplicações clínicas e farmacêuticas (HAGE, 2017). 
 
2.2.2.1. Polietilenoimina (PEI) como ligante em cromatografia  
As aminas são compostos orgânicos oriundos da substituição e um ou mais hidrogênios 
da amônia por grupamentos alquila ou arila. Se houver um, dois ou três grupamentos ligados 
ao nitrogênio, a amina é definida como primária, secundária ou terciária, respectivamente. As 
aminas apresentam elevado valor de pKa, atuando como bases, de forma que quanto maior o 
valor do seu pKa, maior seu caráter nucleofílico (BRUICE, 2003) 
Poliaminas são compostos orgânicos que apresentam em sua estrutura dois ou mais 
grupamentos aminas. Visto que são policátions, as poliaminas são um excelente recurso para 
interagir eletrostaticamente com moléculas carregadas negativamente em pH neutro, tal como 
DNA, RNA e algumas proteínas (HOUEN, 2001). A depender do tamanho da cadeia alquila, 
as poliaminas também são capazes de estabelecer interações hidrofóbicas. As matrizes com 
poliaminas permitiram obtenção de produtos com elevado grau de pureza, tendo sido 
empregadas em estudos com lactoferrinas, plasminogênios e outras proteínas. Além disso, 
assim como ligantes pseudobioespecíficos, são estáveis, simples e seletivas (DE SOUZA; 
BRESOLIN; BUENO, 2010; MINOIS; CARMONA-GUTIERREZ; MADEO, 2011). 
Poliaminas podem ser imobilizadas em diferentes matrizes ativadas com agentes tais 
como brometo de cianogênio (CNBr), epicloridrina, divinilsulfona e bisoxirano. Apesar do 
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potencial de purificação das poliaminas como ligantes, ainda se faz necessário elucidar o efeito 
da quantidade de grupamentos amino, da sua natureza (primária, secundária ou terciária) e do 
tamanho da cadeia alquila, bem como da presença de braço espaçador e das condições de 
operação no processo de purificação de proteínas por cromatografia (DE SOUZA; BRESOLIN; 
BUENO, 2010). 
O PEI é um polímero altamente ramificado, de elevada massa molecular (Mn ~ 10000; 
Mw ~ 25000), obtido a partir da polimerização de aziridina (etilenoimina) e que possui forte 
potencial catiônico. Os grupamentos aminos presentes na sua estrutura química (Figura 6) 
possuem valores de pKa entre 10 e 11, conferindo a este composto uma carga positiva em uma 
ampla faixa de pH. A elevada densidade de cargas positivas presente no PEI possibilita o 
estabelecimento de fortes interações eletrostáticas com moléculas de carga negativa, tal como 
ácidos nucléicos (BURGESS, 2009; FLOREA et al., 2002; JAGER et al., 2012). 
Figura 6 - Estrutura química do PEI (Fonte: Catálogo Sigma-Aldrich). 
 
Comercialmente, o PEI é geralmente utilizado como aditivo na indústria de papel e na 
indústria têxtil, e também como floculante no processo de tratamento de água. É também 
reportado o uso do PEI em aplicações clínicas in vivo, em que atua como carreadores não-virais 
de material genético na terapia gênica (JAGER et al., 2012). Além disso, seu alto potencial 
catiônico tem sido empregado para remoção de componentes aniônicos de soluções aquosas, 
tal como a de íons fosfato (ANIRUDHAN; RAUF; REJEENA, 2012).   
A aplicação e eficiência do PEI são influenciadas por diversos parâmetros estruturais, 
tal como massa molar, tipo, número e densidade de cargas, estrutura tridimensional e 
flexibilidade. PEI com um grande número de ramificações, elevada massa molar e estrutura 
flexível estabelece fortes interações eletrostáticas com ácidos nucléicos carregados 
negativamente (JAGER et al., 2012) .  
Na literatura são reportados diversos trabalhos que aplicaram PEI para adsorção de 
proteínas diversas. Torres e colaboradores (2006), ao estudarem a adsorção de proteínas do 
extrato de Escherichia coli. em matrizes de agarose, reportaram que suportes cromatográficos 
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com PEI imobilizado (PEI-agarose), quando comparados a suportes convencionais (DEAE-
Sepharose), promovem a adsorção de uma maior quantidade de proteínas e são capazes de 
adsorver tipos de proteínas que não são adsorvidas nestes últimos. Tal fato é justificado não só 
devido ao maior número de grupos carregados na estrutura do PEI, mas também por, dada a 
flexibilidade desse polímero, ser maior a área superficial que estabelece interações com a 
proteína. 
Wang e colaboradores (2013) ao estudarem adsorção de lipase, pectinase, α-amilase, 
celulase e papaína em microesferas de poliamina, empregando valores de pH entre os valores 
de pI da microesfera (10,6) e das proteínas, identificaram que a adsorção de proteínas é regida 
pelas interações eletrostáticas e hidrofóbicas, sendo as interações hidrofóbicas mais importantes 
para adsorção de lipase, quando comparada as demais proteínas testadas. 
Erol e colaboradores (2016) desenvolveram criogéis molecularmente impressos a partir 
de criogel de metacrilato com PEI imobilizado, empregando-os para purificação de lisozima 
tanto em soluções aquosas quanto direto da fonte natural (clara de ovo de galinha). Além disso, 
ao testarem a purificação na presença de proteínas competidoras (albumina e citocromo c), 
obtiveram uma elevada seletividade. Murakami e colaboradores (2009) ao empregarem matriz 
de hidroxiapatita (HAp) na cromatografia das proteínas ovoalbumina, α- quimiotripsinogênio-
A, mioglobina e citocromo C, observaram que apenas quando na presença do ligante PEI esta 
coluna era eficiente para purificação seletiva dessa mistura proteica. Neste mesmo estudo, os 
resultados também demonstraram que a coluna HAp-PEI oferece vantagens quando comparada 
a colunas de sílica-PEI e celulose PEI por ser estável em condições alcalinas e possuir uma 
maior estabilidade mecânica e durabilidade.  
Quando na presença de quelato metálico, o criogel oriundo da mistura polimérica de 
álcool polivinílico (PVA) e PEI também demonstrou resultados promissores na depleção de 
hemoglobina de extratos de sangue hemolisado (GÖKTÜRK et al., 2016). Sahiner e Demirci 
(2016) sintetizaram um criogel de PEI utilizando uma mistura aquosa de PEI de diferentes 
massa molares e, estudando cromatografia de albumina de soro bovino (BSA) nesse material, 
obtiveram valores de adsorção de 36,4 mg BSA/g criogel seco, valores estes superiores aos 
encontrados na literatura utilizando matrizes convencionais, bem como demonstraram sua 
eficiência na separação de corantes orgânicos, removendo efetivamente o azul de metileno de 
uma mistura contendo alaranjado de metila e eosina Y.  
No ramo da medicina terapêutica, diversos trabalhos empregam o PEI para remoção de 
endotoxinas bacterianas. As endotoxinas são lipopolissacarídeos da parede celular externa das 
bactérias Gram-negativas e, quando presentes no sangue –quadro denominado endotoxemia– 
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podem ocasionar reações adversas nos pacientes. Pacientes submetidos repetitivamente a 
hemodiálise são mais suscetíveis a endotoxemia, o que pode agravar seu quadro clínico. Além 
disso, agentes antibacterianos também podem provocar endotoxemia enquanto agem contra as 
bactérias. Desta forma, se faz necessário desenvolver técnicas para neutralizar as endotoxinas. 
Mitzner e colaboradores (1993) obtiveram total remoção de endotoxinas do plasma e da água a 
partir de esferas celulósicas macroporosas com PEI imobilizado, demonstrando a alta eficácia 
do PEI e seu potencial para tratamentos de endotoxemia. Resultado semelhante foi obtido por 
Hanora e colaboradores (2005) utilizando PEI imobilizado em criogel de poliacrilamida ativado 
com bisoxirano. Este trabalho apontou também a possibilidade de se empregar vazão de 10 
ml/min para esta coluna monolítica proceder a detoxificação de lisados de células de 
Escherichia coli, não havendo perda na capacidade de adsorção, enquanto que para a coluna de 
Sepharose 4B ativada a vazão máxima que pôde ser empregada sem que houvesse colapso da 
matriz foi de 1 ml/min, reduzindo assim o tempo necessário para processar o mesmo volume 
de solução alimentada. 
Além de ligante, o PEI é também um importante agente quelante para vários metais. O 
PEI é um dos quelantes policatiônicos que originam uma matriz hidrofílica tridimensional 
altamente ramificada, podendo ser empregado como agente quelante na técnica de 
cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC). Esta, por sua vez, baseia-
se na afinidade das proteínas por íons metálicos, como por exemplo, os de transição Cu(II), 
Co(II), Ni(II), Zn(II), quelatados a uma matriz (BAKHSHPOUR et al., 2016; CHAGA, 2001). 
A estabilidade dos quelatos metálicos, bem como sua capacidade em adsorver proteínas, 
sofre influência não apenas do metal e do agente quelante empregado, mas também dos 
parâmetros empregados, tais como a natureza do tampão, pH, força iônica e concentração da 
solução de íons metálicos alimentada a coluna (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009).  
Apesar dessa interação do PEI com os íons metálicos ainda ser pouco conhecida e 
demandar mais estudos na área, sabe-se que este agente quelante se complexa de forma estável 
com íons de cobre, de forma que quatro nitrogênios da cadeia polimérica são utilizados para 
quelatar um íon de cobre (Cu(II)) (MAKETON; ZENNER; OGDEN, 2008). São reportados na 
literatura estudos em que adsorventes contendo PEI foram aplicados com sucesso na remoção 
seletiva de metais dissolvidos em solução aquosa, obtendo-se, em alguns casos, resultados 
superiores a resinas comerciais empregadas com a mesma finalidade (DURU et al., 2001; 
PANG et al., 2011; ZANDER, 2009). 
Türkme, Yavuz e Denizli (2006) ao empregarem esferas magnéticas de 
hidroxietilmetacrilato com PEI imobilizado, obtiveram uma capacidade de adsorção de 
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citocromo C correspondente a 4,6 mg/g de polímero seco. Este valor, quando na presença de 
íons de cobre quelatados ao PEI, elevou-se para 40,1 mg/g de polímero seco, demonstrando a 
presença de interações específicas entre a proteína e o íon metálico. 
Com o potencial de purificação do PEI como ligante ou como agente quelante em 
cromatografia tendo sido demonstrados nesses variados estudos e tendo em vista a crescente 
procura por adsorventes de alta durabilidade e que sejam biocompatíveis e biodegradáveis, 
intensificaram-se as pesquisas envolvendo este composto, visando principalmente aplicações 
nas áreas de terapia gênica e de separação e purificação de biomoléculas.  
 
2.3. Purificação de proteínas por cromatografia negativa 
A cromatografia negativa consiste na adsorção das impurezas de uma solução proteica 
na matriz cromatográfica, enquanto que a molécula de interesse, por não interagir com a matriz, 
é obtida na etapa de flowthrough e lavagem (LEE; CHAN; TEY, 2014). Diversos autores 
utilizaram a cromatografia negativa como técnica para separação de vírus, enzimas, 
hemoglobina e IgG (BROOKS; STOREY, 1996; DE SOUZA; BRESOLIN; BUENO, 2010; 
IYER et al., 2011; LU; ZHAO; SU, 2004).  
O pH e a condutividade do tampão empregado são fatores decisivos para a adsorção de 
impurezas. O valor de pH afeta o grau de ionização e as cargas dos grupamentos constituintes 
não só da proteína alvo, como também das impurezas (LEE; CHAN; TEY, 2014; LEVISON, 
2003). Segundo Levison (2003), a escolha entre cromatografia positiva e negativa é 
influenciada por diversos fatores, sendo os dois principais: a) a razão entre a quantidade de 
proteína de interesse e impurezas, sendo a cromatografia negativa preferível quando as 
impurezas se encontram em menor quantidade de forma a maximizar a capacidade do 
adsorvente; b) a necessidade de se ajustar o sistema tamponante e os custos envolvidos neste 
ajustes para possibilitar que as biomoléculas de interesse presentes na solução de alimentação 
sejam adsorvidas na matriz cromatográfica. 
O uso de um pH adequado, junto à utilização de ligantes de carga positiva, tais como 
TREN, aminohexil e L-lisina, possibilitam que a IgG, de carga positiva, seja repelida e 
consequentemente flua pela coluna sem ser adsorvida. Da Silva e colaboradores (2014) 
obtiveram uma purificação eficiente de Fab a partir de IgG humana clivada (106% de pureza) 
por cromatografia negativa empregando uma matriz de agarose com TREN imobilizado e íon 
metálico níquel quelatado. De Souza, Bresolin e Bueno (2010) purificaram IgG humana a partir 
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de soro e de plasma humano por cromatografia negativa utilizando matriz de agarose (ativada 
com CNBR ou bisoxirano) com ligante aminohexil imobilizado. 
O emprego de -aminohexil e de PEI como ligantes imobilizados em gel de agarose 
possibilitou a purificação de fragmentos Fab a partir de IgG humana clivada por cromatografia 
negativa. Neste trabalho desenvolvido por Carmignotto, Mourão e Bueno (2017b) foram 
obtidos valores de pureza e recuperação acima de 96% e 93%, respectivamente. 
Pitiot e colaboradores (2001) obtiveram resultados promissores ao utilizarem a técnica 
de cromatografia negativa e o adsorvente histidina-aminohexil–Sepharose 4B para purificação 
de proteínas do plasma humano, como a imunoglobulina G (IgG), visando aplicações 
biomédicas. Outros trabalhos reportados na literatura demonstram que o emprego da 
cromatografia negativa de troca iônica, em determinadas condições tamponante (valores de 
pH), possibilitou a purificação com elevadas taxas de recuperação e de grau de pureza, de vírus, 
enzimas, hemoglobinas e imunoglobulinas G (BROOKS; STOREY, 1996; LU et al., 2004; 
WONGCHUPHAN et al., 2011). Utilizando cromatografia negativa,  Wang e colaboradores 
(2011) obtiveram valores de recuperação  e pureza de IgG de origem animal superiores aos 
obtidos na purificação da mesma proteína por cromatografia positiva. 
A cromatografia negativa de imunoafinidade é geralmente aplicada para remoção de 
traços de proteínas, bem como para separação de subclasses das imunoglobulinas humanas. 
Segundo Lee, Chan e Tey (2014), a purificação de IgG a partir de soro humano demonstra ser 
a aplicação mais promissora da técnica de cromatografia negativa. Além disto, essa técnica 
pode ser aplicada também com a finalidade de se obter soros que contenham somente uma 
subclasse de IgG humana, utilizando-se uma matriz com anticorpos monoclonais imobilizados 
de forma que estes interajam com somente três das quatro classes de IgG humana (PERSSON, 
1987). 
Percebe-se então que, apesar de ainda pouco estabelecida como método de 
biopurificação, a cromatografia negativa exibe um elevado potencial, principalmente no que se 
refere a purificação de IgG a partir de soro e plasma. A possibilidade de empregar esta técnica 
cromatográfica, ou outros modos de cromatografia que sejam também promissores, a suportes 
sólidos com ligantes imobilizados que resultem em matrizes adsorventes com características 
vantajosas em relação as matrizes comumente empregadas, no que se refere por exemplo a 
estabilidade química e mecânica, aos riscos de contaminação do produto final, a resistência a 
transferência de massa, a capacidade de adsorção e seletividade, ao emprego de altas vazões, a 
possibilidade de ampliação para  larga escala, tem impulsionado assim os recentes estudos na 
área. 
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CAPÍTULO 3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Materiais 
Os reagentes acrilamida, persulfato de amônio, ácido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-
etanosulfônico (Hepes), ácido morfolinopropanosulfônico (Mops), ácido (2[N-
morpholino]etanesulfonico (Mes), dodecil sulfato de sódio (SDS), glicina, tris(hidroximetil) 
aminometano (Tris), sulfato de níquel (II) hexahidratado, gamaglobulina humana (99% por 
eletroforese, IgG), alil glicidil éter (AGE), ácido iminodiacético (IDA), solução de 50% (m/v) 
de polietilenoimina em água (PEI, Mw 750.000), borohidreto de sódio, 1,4-butanodiol diglicil 
éter (bisoxirano), albumina de soro bovino (BSA, 98% de pureza), glicerol e soro humano 
(esterilizado, filtrado; de plasma humano masculino de tipagem AB)  foram obtidos da Sigma-
Aldrich (EUA). Fosfato de sódio bibásico dodecahidratado, fosfato de sódio monobásico 
monohidratado, cloreto de sódio, nitrato de prata, álcool etílico absoluto, metanol, ácido cítrico, 
carbonato de sódio anidro e ácido fosfórico 85% foram adquiridos da Synth (Brasil). O ácido 
acético foi fornecido pela Êxodo Científica (Brasil). N,N-metileno-bis-acrilamida e N, N, 
N’,N’-tetra-metilenodiamina (TEMED) foram adquiridos da BioRad (EUA). Azul de comassie 
(brilliante blue G-250), glutaraldeído e hidróxido de sódio (NaOH) foram obtidos da Vetec 
(Brasil). O marcador de alta massa molecular (HMW-SDS) foi fornecido pela GE Healthcare 
(EUA). Formaldeído, ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e sulfato de cobre (II) 
pentahidratado foram adquiridos da MERCK (Alemanha). O azul de bromofenol e ditiotrietol 
foram obtidos da PlusOne (Suécia). 
Empregou-se água purificada em equipamento Milli-Q (Millipore, EUA) para preparar 
todas as soluções e realizar lavagens diversas. As pesagens foram feitas em balança analítica 
Sartorius TE214S (Alemanha); o ajuste de pH, em pHmetro Oakton pH 510 series (Oakton, 
EUA) e a desgaseificação das misturas monoméricas, em cubas de banho ultrassônico Branson 
3510 series (EUA). O cromatógrafo de baixa pressão utilizado foi o Biologic LP System da 
Biorad (EUA). As colunas vazias, preenchidas com os criogéis e utilizadas nos experimentos 
cromatográficos, foram as C10/20 (200 mm altura x 10 mm DI) da GE Healthcare. 
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3.2. Métodos 
3.2.1. Síntese dos criogéis 
Os materiais adsorventes empregados neste trabalho foram sintetizados conforme 
esquematizado no fluxograma apresentado na Figura 7. Cada etapa envolvida encontra-se 
detalhada nos tópicos quem seguem. 
Figura 7 - Fluxograma das etapas envolvidas na síntese dos criogéis testados 
 
PAAm: poliacrilamida        Bisoxi: bisoxirano        PEI: polietilenoimina        AGE: Alil-diglicidil-éter 
 
3.2.1.1. Criogel de poliacrilamida 
A síntese do criogel de poliacrilamida foi realizada de acordo com a metodologia Kumar 
(KUMAR et al., 2006a). Previamente ao início do preparo do criogel, um recipiente contendo 
etanol foi armazenado no freezer, a temperatura de aproximadamente -20 °C.  
Monômeros de acrilamida (0,948 g) e de N,N-metileno-bis-acrilamida (0,254 g) foram 
dissolvidos em 19 mL de água (concentração de 6,3% m/v). Essa mistura foi então submetida 
a um processo de degaseificação, durante 20 min em banho ultrassônico, seguida de 
resfriamento em freezer (-20 °C), por aproximadamente 5 min.  
A solução foi então retirada do freezer e a polimerização via radical livre foi iniciada 
adicionando-se 1,0 mL da solução de persulfato de amônio em água (22 mg/mL; 2,2% m/v) e 
TEMED (19 μL). A mistura reacional, de volume final 20,19 mL (concentração final de 
monômeros de 6% (m/v)), foi então fracionada entre seringas plásticas de capacidade 3,0 mL, 
nas quais se adicionou cerca de 1 mL em cada, e em colunas cromatográficas C10/20 (GE 
Healthcare, EUA), nas quais se adicionou 3,0 mL em cada.  
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Após serem preenchidas com a mistura reacional, as colunas e seringas foram 
imediatamente vedadas e imersas no recipiente contendo etanol a -20°C. Os criogéis em 
formação foram mantidos no freezer, em banho de etanol, por cerca de 16 h. Após esta etapa, 
iniciou-se o processo de descongelamento do criogel, o qual foi transferido para a geladeira e, 
após cerca de 1 h, foi deixado a temperatura ambiente. Depois de totalmente descongelado, o 
criogel foi lavado com cerca de 30 mL de água (cerca de 10 volumes de coluna), a fim de 
remover a porção da mistura que não reagiu. O criogel sintetizado foi denominado PAAm. 
 
3.2.1.2. Criogel de poliacrilamida-AGE  
A síntese do criogel de poliacrilamida-alil foi realizada de acordo com a metodologia 
Kumar (KUMAR et al., 2006a). Monômeros de acrilamida (0,948 g) e de N,N-metileno-bis-
acrilamida (0,254 g) foram dissolvidos em 18 mL de água (concentração de 6,7% m/v).  
Essa mistura foi então submetida a degaseificação durante 20 min em banho 
ultrassônico, seguida de resfriamento em freezer, por aproximadamente 5 min. Ao retirá-la do 
freezer, acrescentou-se o monômero funcional AGE (alil glicidil éter) (200 μL), seguido de 
água (800 μL). Em seguida a polimerização via radical livre foi iniciada adicionando-se 1,0 mL 
da solução de persulfato de amônio em água (22 mg/mL; 2,2% m/v) e TEMED (19 μL). A 
mistura reacional, de volume final 20,19 mL (concentração final de monômeros de 6% m/v), 
foi então fracionada entre seringas plásticas de capacidade 3,0 mL, nas quais se adicionou cerca 
de 1 mL em cada, e em colunas cromatográficas C10/20 (GE Healthcare, EUA), nas quais se 
adicionou 3,0 mL em cada.  
As etapas de resfriamento, congelamento, descongelamento e lavagem foram feitas de 
maneira similar a aplicada na síntese do criogel de poliacrilamida. Este criogel sintetizado foi 
denominado PAAm-AGE. 
 
3.2.2. Ativação do criogel PAAm com bisoxirano 
Criogéis de poliacrilamida (PAAm) foram ativado com bisoxirano (1,4 butanediol 
diglicidil éter), conforme a metodologia proposta por Hermanson e colaboradores (1992). 
Inicialmente 20 mg de borohidreto de sódio foram dissolvidos em 10 mL de solução de NaOH 
0,6 mol/L. O criogel PAAm foi retirado da coluna de vidro em que estava armazenado (volume 
de leito de 3 mL) e imerso nesta solução, à qual lentamente adicionou-se 10 mL de 1,4-
butanodiol-diglicidil éter. O sistema foi mantido na capela sob agitação constante de 50 rpm 
em mesa agitadora e à temperatura ambiente por um período de 10 h.  
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Após ativação, a lavagem do criogel foi realizada imergindo-o em água, mantendo-o 
sob o mesmo sistema de agitação e trocando-se a água sucessivas vezes até que o pH da água 
pós-lavagem correspondesse ao da água, indicando remoção completa do excesso de reagentes. 
O criogel ativado foi denominado PAAm-Bisoxi. 
 
3.2.3. Imobilização de PEI via ligação éter 
A imobilização do PEI nos criogéis de poliacrilamida foi realizada com base no método 
descrito por Anirudhan, Rauf e Rejeena (2012). Uma mistura contendo 4,0 mL da solução de 
PEI e 6,0 mL de NaOH  1,25 mol/L (concentração final de PEI de 20% m/v e aproximadamente 
22% v/v) foi recirculada nas colunas contendo o criogel de PAAm-AGE e PAAm-Bisoxi por 6 
h e à 60 °C. Por fim, foi feita a lavagem com água durante 2 h e à 60 °C, para que o pH da 
solução de saída se igualasse ao pH da água na entrada, indicando remoção dos compostos não 
reagidos. Após a imobilização os criogéis foram denominados de PAAm-AGE-PEI e PAAm-
Bisoxi-PEI, respectivamente.   
 
3.2.4. Experimentos cromatográficos 
Os experimentos cromatográficos foram conduzidos em sistema de cromatografia de 
fase líquida de baixa pressão (Biologic LP System – Biorad, EUA) à temperatura ambiente e 
com vazão de 0,5 mL/min. Todos os experimentos foram realizados em duplicata. 
 
3.2.4.1. Cromatografia em coluna contendo o criogel de PAAm 
A coluna cromatográfica C10/20 (GE Healthcare, EUA) contendo 3,0 mL de criogel 
PAAm foi equilibrada com tampão Hepes 25 mmol/L em pH 7,0 ou com fosfato de sódio (NaP) 
10 mmol/L pH 6,0. Em seguida, a coluna foi alimentada com 1 mL de solução de IgG de alta 
pureza (1,8 a 2,2 mg/mL) ou de 1,5 a 2,0 mL de soro humano diluído 15 vezes em tampão 
Hepes 25 mmol/L em pH 7,0 ou em NaP 10 mmol/L pH 6,0. Posteriormente, a coluna foi lavada 
com o mesmo tampão de adsorção. A etapa de eluição foi realizada utilizando os mesmos 
tampões de adsorção, porém acrescidos de NaCl 1,0 mol/L. Durante toda a cromatografia, 
foram coletados frações de 1,0 mL da corrente de saída. As frações foram quantificadas em 
termos de proteína total e as constituintes dos picos cromatográficos foram avaliadas por 
eletroforese SDS-PAGE. Ao final da cromatografia, a coluna foi regenerada com solução de 
NaOH 50 mmol/L e reequilibrada para um novo ciclo. 
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3.2.4.2. Cromatografia em coluna contendo os criogéis PAAm-AGE-PEI 
quelatado ao íon metálico Ni(II) 
A coluna cromatográfica C10/20 (GE Healthcare, EUA) contendo 3,0 mL de criogel 
PAAm-AGE-PEI foi alimentada com 10 volumes de coluna (VC) de solução de sulfato de 
níquel 50 mmol/L. Em seguida, foi lavada com água e com o tampão acetato de sódio 25 
mmol/L pH 4,0, a fim de remover os íons metálicos fracamente quelatados. Após este processo, 
a coluna foi denominada PAAm-AGE-PEI-Ni(II). 
O equilíbrio da coluna foi realizado com o tampão de adsorção a 25 mmol/L na faixa de 
valores de pH de 6,0 a 8,5, dependendo da faixa tamponante de cada tampão. Os tampões de 
adsorção utilizados foram Bis-Tris em valores de pH 6,0, 6,5 e 7,0; Hepes em pH 7,0, 7,5 e 8,0, 
e NaP em pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 e 8,0. Após a etapa de equilíbrio, a coluna foi alimentada com 
1,0 mL de solução de IgG de alta pureza (1,8 a 2,2 mg/mL) ou de 1,5 a 2,0 mL da solução de 
soro humano diluído 15 vezes no tampão de adsorção. Em seguida, fez-se a lavagem com o 
mesmo tampão até que os valores de absorbância a 595 nm das amostras coletadas fossem 
próximas a zero. 
A etapa de eluição foi realizada utilizando tampão acetato de sódio 25 mmol/L pH 4,0. 
Concluída a eluição, a coluna foi regenerada com solução de EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
Durante toda a cromatografia, foram coletados frações de 1,0 mL a 2,0 mL da corrente de saída. 
As frações cromatográficas foram quantificadas em termos de proteína total e as constituintes 
dos picos cromatográficos foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE.  
 
3.2.4.3. Cromatografia negativa em PAAm-Bisoxi-PEI e PAAm-AGE-PEI 
O equilíbrio das colunas cromatográficas C10/20 (GE Healthcare, EUA) contendo 3,0 
mL de criogéis PAAm-AGE-PEI e PAAm-Bisoxi-PEI foram realizados com os tampões de 
adsorção a 25 mmol/L na faixa de valores de pH de 5,5 a 7,0, dependendo da faixa tamponante 
de cada tampão. Os tampões de adsorção utilizados foram Mes em pH 5,5, 6,0 e 6,5, e Mops 
em pH 6,5 e 7,0, ambos são zwiteriônicos. 
Após a etapa de equilíbrio, a coluna foi alimentada com 1,0 ou 1,5 mL da solução de 
soro humano diluído de 15 a 20 vezes no tampão de adsorção. Em seguida, fez-se a lavagem da 
coluna com o mesmo tampão até que os valores de absorbância a 595 nm das amostras coletadas 
fossem próximas a zero. 
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A etapa de eluição foi realizada utilizando tampão acetato de sódio 25 mmol/L pH 4,0 
contendo NaCl 0,5 mol/L. Concluída a eluição, a coluna foi regenerada com solução de NaOH 
50 mmol/L. 
Durante toda a cromatografia, foram coletadas frações de 0,5 mL a 2,0 mL da corrente 
de saída. As frações cromatográficas foram quantificadas em termos de proteína total pelo 
método de Bradford (BRADFORD, 1976) e as constituintes dos picos cromatográficos foram 
analisadas por eletroforese SDS-PAGE.  
 
3.2.5. Determinação da curva de ruptura 
A determinação da curva de ruptura foi realizada alimentando-se continuamente a 
coluna com uma fase móvel de concentração constante (Co). O soluto é adsorvido até o ponto 
em que a coluna satura, momento em que não há mais adsorção de proteínas e a quantidade de 
proteínas que sai do sistema equivale ao que está sendo alimentado, ou seja, a razão entre a 
concentração inicial (Co) e a concentração final (C) é aproximadamente igual a um (C/Co=1). 
Em seguida, procede-se as etapas de eluição e regeneração de modo similar a dos experimentos 
cromatográficos. Neste trabalho, o ponto de ruptura é considerado o ponto em que ocorre o 
início da não retenção de impurezas (proteínas do soro diferentes da IgG). 
O experimento de curva de ruptura de IgG humana em criogel de PAAm-Bisoxi-PEI foi 
realizado em temperatura ambiente com o sistema tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0 e 
alimentando-se soro humano vinte vezes diluído, tendo em vista que esta foi a condição que 
apresentou o melhor resultado durante os experimentos cromatográficos na mesma coluna. 
Detalhadamente, a curva de ruptura foi determinada da seguinte maneira: 
Uma coluna cromatográfica modelo com 10 mm de diâmetro interno modelo C 10/20 
(GE Healthcare, EUA) contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI foi acoplada ao sistema 
de cromatografia de baixa pressão (BioRad, EUA), equilibrada com tampão MES 25 mmol/L 
pH 6,0 e, em seguida, alimentada com 10 mL de soro humano diluído vinte vezes no tampão 
de adsorção (2,3 mg proteínas totais/mL) à vazão constante de 0,5 mL/min. Ao longo da 
alimentação, frações de 0,5 mL da corrente de saída foram coletadas e tiveram suas 
concentrações de proteínas monitoradas pelo método de Bradford (1976), a fim de garantir que 
a quantidade injetada no sistema tenha sido suficiente para saturar a coluna. 
A lavagem da coluna foi feita com o mesmo tampão, coletando-se frações de 0,5 e de 
1,5 mL, até que os valores de absorbância a 595 nm das amostras coletadas fossem próximas a 
zero. A etapa de eluição foi realizada utilizando tampão acetato de sódio 25 mmol/L pH 4,0 
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contendo NaCl 0,5 mol/L e coletam-se amostras de 4,0 mL. Por fim, a coluna foi regenerada 
com solução de NaOH 50 mmol/L. 
As frações cromatográficas foram quantificadas em termos de proteína total pelo 
método de Bradford (BRADFORD, 1976). As frações correspondentes aos picos 
cromatográficos durante o flowthrough (volume coletado durante a alimentação do adsorvente) 
e o pool da etapa de eluição foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE. 
 
3.2.6. Métodos analíticos  
3.2.6.1. Determinação da quantidade de proteínas total 
A concentração de proteína total nas frações coletadas nos experimentos 
cromatográficos foi determinada pela Equação 1, a qual se baseia na metodologia de Bradford 
(1976). 
Em que ABS595nm e Fd correspondem, respectivamente, ao valor de absorbância à 
595nm e ao fator de diluição de cada amostra; e coef, (mg/mL) ao coeficiente da curva linear 
de calibração construída utilizando BSA ou IgG humana como proteínas de referência.  
A massa (mg) de proteína presente em cada amostra é então calculada pelo produto entre 
a concentração e o volume coletado em cada fração. 
 
3.2.6.2. Eletroforese SDS-PAGE 
A fim de avaliar a seletividade dos criogéis utilizados como adsorventes, de modo a 
reconhecer qualitativamente as proteínas obtidas em cada etapa da cromatografia, realizou-se 
eletroforeses em géis de poliacrilamida sob condições desnaturantes e não redutoras (SDS-
PAGE). Para isto, utilizou-se, além da amostra de injeção, as frações de maior concentração de 
proteína total das etapas de lavagem e eluição.  
As eletroforeses foram realizadas em equipamento Mini Protean III (BioRad, EUA) em 
gel de poliacrilamida na concentração de 7,5%, de acordo com o procedimento descrito em 
Laemmli (1970). O preparo das amostras foi feito com tampão contendo SDS e pela 
desnaturação através do aquecimento a 100ºC por 7 min. Foram aplicadas no gel de 3 a 12 µL 
de cada amostra, marcador de alta massa molecular (GE Healthcare) e marcador de IgG humana 
(Sigma-Aldrich). O gel foi submetido à voltagem de 150 V em cuba vertical preenchida com 
 𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎(𝑚𝑔/𝑚𝐿) =  𝐴𝐵𝑆595𝑛𝑚 ∗ 𝐹𝑑 ∗ 𝑐𝑜𝑒𝑓 (1) 
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tampão de corrida. A coloração foi realizada com nitrato de prata, como descrito por Morrissey 
(1981). 
 
3.2.6.3. Determinação da densidade dos íons metálicos imobilizados 
A determinação da quantidade de íons metálicos Ni(II) e Cu(II) quelatados nos géis 
derivatizados com PEI foi realizada da seguinte maneira: a coluna cromatográfica contendo 3,0 
mL de adsorvente foi alimentada com solução de sulfato de metal (Ni(II) ou Cu(II)) 50 mmol/L 
até a saturação do adsorvente. Em seguida o gel foi lavado com água e, posteriormente, com 
tampão acetato de sódio 25 mmol/L pH 4,0, a fim de retirar o íon metálico fracamente 
quelatado. A remoção do íon metálico do adsorvente foi feita utilizando solução de EDTA 100 
mmol/L pH 7,0. Durante essa última etapa, alíquotas de 1,0 mL foram coletadas e analisadas 
no espetrofotômetro UV-vis (DU-640, Beckman, EUA), empregando o comprimento de onda 
de 384 nm para o Ni(II) e de 733 nm para o Cu(II) (comprimento de onda de máxima 
absorbância determinado por varredura de espectro). Amostras foram coletadas até que os 
valores de absorbância fossem próximos a zero, indicando a ausência de metal nas amostras. 
A quantidade de metal em cada amostra (namostra) foi calculada empregando-se a 
Equação 2: 
 
𝑛𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎(𝑚𝑚𝑜𝑙) =  
𝐴𝐵𝑆𝜆 ∗ 𝐹𝑑 ∗ 𝑉𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 
𝑐𝑜𝑒𝑓 ∗ 1000
 
(2) 
 
Em que ABSλ, Fd e Vamostra correspondem, respectivamente, ao valor de absorbância no 
comprimento de onda apropriado, fator de diluição e volume (mL) de cada amostra; e coef 
(L/mmol) ao coeficiente da curva linear de calibração construída pelos valores de absorbância 
medidos a 384 nm, para Ni(II), e a 733 nm, para Cu(II), das soluções de 2, 4, 6, 8 e 10 mmol/L 
destes íons metálicos em EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
A densidade de íons metálicos níquel (µmol/g_seca) foi então calculada pela razão entre 
o total de íons metálicos (µmol) removidos da coluna pela massa seca (g_seca) correspondente 
aos 3 mL de criogel utilizados (0,05 g). 
 
3.2.6.4. Caracterização dos criogéis  
Os criogéis sintetizados em seringas, depois de descongelados, foram transferidos para 
béqueres contendo água, sendo posteriormente caracterizados.  
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3.2.6.4.1. Capacidade de expansão 
A medida da capacidade de expansão do criogel (S) foi feita com base no procedimento 
descrito por Plieva e colaboradores (2004). Primeiramente, os criogéis foram transferidos dos 
béqueres para placas de Petri (previamente pesadas) e deixados em estufa à aproximadamente 
60 °C por tempo suficiente para que estivessem totalmente secos e não fossem observadas 
variações de massa. Registrou-se, então, as massas dos criogéis secos (md). Em seguida, as 
placas de Petri foram alocadas em um ambiente de atmosfera úmida (~90% de umidade), a qual 
consistiu de um recipiente hermético de vidro contendo solução saturada de cloreto de potássio, 
de forma que o monolito não tivesse contato direto com esta solução. Após não serem mais 
observadas variações de massa, registrou-se a massa do criogel úmido (mw).  
A metodologia descrita por Arvidsson e colaboradores (2003) para determinar a 
capacidade de expansão do criogel (S)  também foi utilizada. As amostras de criogel, depois de 
lavadas, foram secas por filtração a vácuo em vidro sinterizado e depois pesadas (mw). A massa 
seca (md) foi obtida após a secagem, em estufa à 60°, até se obter um valor constante. O cálculo 
da capacidade de expansão foi então calculado pela Equação 3: 
 𝑆 (𝑔_𝐻2𝑂 𝑔_𝑔𝑒𝑙𝑠𝑒𝑐𝑜⁄ ) =
𝑚𝑤 − 𝑚𝑑
𝑚𝑑
 
(3) 
 
3.2.6.4.2. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
A avalição da estrutura porosa e da morfologia dos criogéis PAAm e PAAm-Bisoxi-PEI 
foi feita por meio da microscopia eletrônica de varredura com detector de EDX.  
 Os criogéis foram liofilizados, utilizando-se nitrogênio gasoso, e entre as etapas de 
liofilização e análise, mantiveram-se armazenadas em dessecador. Fragmentou-se o criogel 
liofilizado e os pedações foram colocados em um suporte e recobertos por uma cama de cerca 
de 20 nm de ouro (Sputter Coater EMITECH K450, Reino Unido). A análise foi feita por um 
microscópio eletrônico de varredura Leo 440i (LEO Electron Microscopy, Inglaterra) e foram 
utilizadas ampliações de 50, 250 e 1000 vezes. Estas análises foram conduzidas no Laboratório 
de Caracterização de Biomassa, Recursos Analíticos e de Calibração (LRAC – 
Unicamp/Campinas). 
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CAPÍTULO 4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
Neste capítulo encontram-se os resultados e discussões referentes à avaliação do efeito 
de diferentes sistemas tamponantes e seus respectivos valores de pH, na purificação de IgG 
humana em criogéis de poliacrilamida com PEI imobilizado, bem como os resultados das 
caracterizações destes criogéis. Este estudo foi fundamentado na recuperação de proteínas e 
seletividade, dados por meio da quantificação de proteína total nas frações cromatográficas e 
de perfis eletroforéticos. 
 
4.1. Determinação da capacidade de expansão  
O estudo de capacidade de expansão dos criogéis, conforme descrito no item 3.2.6.4 dos 
capítulo de materiais e métodos, revelou composições mássicas semelhantes para todos os 
criogéis sintetizados (PAAm, PAAm-AGE, PAAm-AGE-PEI e PAAm-Bisoxi-PEI). Estas 
composições mássicas médias, obtidas a partir de medições em triplicatas, estão apresentadas 
na Figura 8: 
Figura 8 - Composições mássicas médias do criogéis  
 
 
Os valores encontrados neste trabalho (Figura 8) estão de acordo com os apresentados 
por Plieva e colaboradores (2004b) para os criogéis PAAm e PAAm-AGE, em que 3-4% da 
massa total do criogel corresponde ao criogel seco, 4-5% é de água ligada diretamente ao 
polímero (vapor de água adsorvido), enquanto que os 90% restantes são de água livre no interior 
dos poros, sendo destes, cerca de 70% de água removível por compressão ou vácuo.  
Os valores de capacidade de expansão média obtidos neste trabalho para os criogéis 
sintetizados são apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Capacidade de expansão dos criogéis PAAm e PAAm-AGE. 
Matriz 
Capacidade de Expansão 
(gH2O/g criogel seco) 
Referência 
Criogel 
PAAm 
5,97 Este trabalho 
3-5 ARVIDSSON et al., 2003 
Criogel 
PAAm-AGE 
6,61 Este trabalho 
6,84 DEMIRYAS et al., 2007 
5-6 ARVIDSSON et al., 2003 
Criogel 
PAAm-Bisoxi-PEI 
8,05 Este trabalho 
Criogel 
 PAAm-AGE-PEI 
7,23 Este trabalho 
 
A partir da Tabela 1, percebe-se que os valores encontrados para os criogéis PAAm e 
PAAm-AGE são similares aos encontrados na literatura e são bastante próximos as capacidades 
de inchamentos encontradas para os criogéis PAAm-AGE-PEI e PAAm-Bisoxi-PEI.  
Apesar de a literatura reportar uma maior estabilidade mecânica e resistência dos 
criogéis em relação aos géis comumente utilizados em cromatografia, observou-se uma 
progressiva degradação do criogel PAAm, na ausência do monômero funcional AGE, ao longo 
de alguns ciclos cromatográficos (em torno de 10). Observaram-se, conforme registros 
fotográficos (Figura 9), pontos mais esbranquiçados e heterogêneos na estrutura, bem como 
fragmentação e desprendimento de pedaços do criogel. Por esta razão, os experimentos 
cromatográficos com o criogel PAAm foram utilizados apenas como parâmetros de comparação 
(controle). 
Figura 9 - Registro fotográfico (a) do criogel PAAm com estrutura não uniforme e (b) do líquido 
retirado do interior da coluna, de coloração turva e apresentando fragmentos do criogel. 
(a) 
 
(b) 
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4.2. Densidade de íon metálico quelatado ao PEI  
O ligante PEI foi imobilizado covalentemente aos criogéis PAAm-AGE e PAAm-Bisoxi 
via ligação éter, conforme descrito no tópico 3.2.3 do capítulo de materiais e métodos, e a 
densidade de íons metálicos quelatos ao PEI foi comparada a de outros agentes quelantes e 
matrizes reportadas na literatura (Tabela 2). 
Tabela 2 - Densidade de íons metálicos cobre e níquel complexados a agentes quelantes imobilizados 
em matrizes ativadas com epicloridrina e bisoxirano  
 
Matriz 
Agente 
quelante 
Método de 
ativação 
Densidade de 
ligantes (µmol/g 
seca) 
Método de 
quantificação do 
íon metálico 
Referência 
Cu(II) Ni(II) 
Gel de 
agarose¹ 
IDA Bisoxirano 137,1 110,4 
Espectrometria de 
absorção atômica 
Sharma e 
Agarwal, 
2002a 
Gel de 
agarose¹ 
TREN² Bisoxirano 98,7 79,8 
Espectrometria de 
absorção atômica 
Sharma e 
Agarwal, 
2002a 
Membrana 
de PEVA 
IDA Epicloridrina 50,2 78,2 
Espectrofotometria 
UV-Vis 
Ribeiro, 
2006 
Membrana 
de PEVA 
TREN2 Epicloridrina 33,3 25,6 
Espectrofotometria 
UV-Vis 
Ribeiro, 
2006 
Criogel de 
PVA 
PEI Glutaraldeido 58,9 --- 
Espectrometria de 
absorção atômica 
Göktürk et 
al., 2016 
Criogel  
PAAm-
AGE 
PEI  1.651,1 944,6 
Espectrofotometria 
UV-Vis 
Este 
trabalho3 
Criogel 
PAAm 
PEI Bisoxirano 2.162,6 1122,4 
Espectrofotometria 
UV-Vis 
Este 
trabalho³ 
1: 1 mL de gel de agarose possui, geralmente, cerca de 0,33 g de massa seca (KLEIN, 1991) 
2: TREN – tris(2-aminoetilamina) 
3: 1 mL de criogel PAAm possui 0,055 g de massa seca e 1,1 g de massa úmida. 
 
Em relação aos criogéis utilizados neste trabalho (Tabela 2), a capacidade de quelatar o 
íon metálico Cu(II) foi superior que a de quelatar Ni(II), fenômeno similar ao obtido por Sharma 
e Agarwal (2002b), que quelataram os mesmos íons metálicos em TREN e IDA imobilizados 
em gel de agarose e ao obtido por Ribeiro (2006), em TREN imobilizado membranas de PEVA. 
Percebe-se ainda (Tabela 2) que o criogel PAAm-Bisoxi-PEI quelatou uma quantidade 20% e 
30% maior de Ni(II) e Cu(II), respectivamente, ao que foi obtido para o criogel PAAm-AGE-
PEI. 
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Não é possível estabelecer uma comparação direta da capacidade de quelação de íons 
metálicos para os agentes quelantes IDA e PEI, tendo em vista que a afinidade do agente 
quelante para com íons metálicos depende tanto da natureza do agente quelante quanto do 
próprio íon metálico em questão (SHARMA; AGARWAL, 2002b).  Neste trabalho, a 
comparação é também dificultada pelo fato de a relação massa seca/volume e massa seca/massa 
úmida, para criogéis, ser muito superior a encontrada para partículas esféricas, como agarose, 
e para membranas. Além disso, o PEI é um polímero altamente ramificado, diferenciando-o dos 
outros ligantes comumente empregados e aumentando consideravelmente sua capacidade de 
quelatação de metal (BAKHSHPOUR et al., 2016).  
No caso das membranas, 30% da massa total se refere ao polímero e 70% ao espaço 
intersticial; enquanto que para géis tradicionais 70% é massa do gel e 30% é espaço intersticial, 
de forma que 0,33 g de gel seco corresponde a 1 mL de gel úmido (KLEIN, 1991). Para os 
criogéis, somente 5% do criogel PAAm correspondente a massa do polímero (vide Figura 8), 
resultando na relação média de 0,055 g de criogel seco/1 mL de criogel úmido.    
Se os valores da Tabela 2 forem dados por volume (mL) da matriz adsorvente, os 
resultados obtidos para a matriz PAAm-Bisoxi-PEI utilizada neste trabalho (Cu(II), 108,1 
µmol/mL; Ni(II), 56,1 µmol/mL) são, aproximadamente, o dobro dos encontrados para a matriz 
agarose-bisoxirano-IDA (Cu(II), 45,7 µmol/mL; Ni(II), 36,8 µmol/mL) (SHARMA; 
AGARWAL, 2002b).  Sabendo que a matriz de agarose com IDA imobilizado é frequentemente 
empregada em IMAC, a qual baseia-se na interação entre íons metálicos quelatados a esta 
matriz e as biomoléculas de interesse, verifica-se que a matriz desenvolvida neste trabalho, 
devido a sua elevada capacidade de quelatar reversivelmente íons metálicos como cobre e 
níquel, é passível de ser aplicada para os mesmos fins, ou seja, em técnicas de purificação de 
biomoléculas envolvendo íons metálicos imobilizados. 
 
4.3. Experimentos cromatográficos no criogel PAAm (controle) 
4.3.1. Adsorção de IgG humana em PAAm  
Nestes experimentos, avaliou-se a adsorção de IgG de alta pureza por cromatografia em 
coluna contendo criogel PAAm (controle). O tampão Hepes e NaP foram escolhidos com base 
em trabalhos que empregaram poliaminas para purificação de IgG e seus fragmentos por 
cromatografia (CARMIGNOTTO, 2015; DA SILVA, 2014; DA SILVA et al., 2014). 
Os ensaios cromatográficos, utilizando três réplicas do mesmo criogel (conforme 
descritos nos Apêndice A), resultaram nos dados apresentados na Tabela 3. 
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Tabela 3 - Quantificação de IgG nas frações cromatográficas das etapas de lavagem, eluição e 
regeneração das cromatografias realizadas em criogel de PAAm, alimentando IgG (2 mg/mL) em NaP 
10 mmol/L e Hepes 25 mmol/L. 
Tampão Frações Massa (mg)a  Recuperação (%)b 
NaP 10 mmol/L 
pH 6,0 
Injeção 1,94 ± 0,03  100 ± 0 
pool Lavagem 1,67 ± 0,05  86 ± 4 
pool Eluição 0,30 ± 0,05  15 ± 2 
pool Regeneração 0,03 ± 0,01  1 ± 1 
Recuperação total (%)        
Hepes 25 mmol/L 
pH 7,0 
Injeção 2,04 ± 0,11  100 ± 0 
pool Lavagem 1,77 ± 0,09  85 ± 1 
pool Eluição 0,39 ± 0,07  19 ± 3 
pool Regeneração 0,05 ± 0,03  3 ± 1 
Recuperação total (%)    
 
    
a Massa de IgG estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG como proteína de referência  
b Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG na injeção x 100 
Volume de leito: 3 mL; 1 mL de criogel PAAm equivale a 0,05 g seca 
De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, verifica-se que, independente 
do sistema tamponante empregado, maior parte da IgG injetada é obtida nas etapas de lavagem, 
ou seja, há uma baixa adsorção dessas proteínas no criogel PAAm. 
 
4.3.2. Adsorção de proteínas do soro humano no criogel PAAm (controle)  
Apesar da massa de proteínas adsorvidas no criogel PAAm (cerca de 0,14 mg/mL_gel) 
nos experimentos cromatográficos com IgG descritos no item anterior, a cromatografia com 
soro humano foi realizada a fim de se obter valores de controle, investigar se o criogel PAAm 
a IgG ainda seria adsorvida frente a mudança de composição da solução de injeção, bem como 
identificar se haveria alguma seletividade na porção adsorvida.  
Para tal finalidade, realizou-se cromatografia no criogel PAAm empregando-se soro 
humano diluído 15 vezes em tampão NaP 10 mmol/L pH 6,0. A escolha deste tampão teve 
como propósito manter, a título comparativo, um sistema tamponante anteriormente empregado 
nos experimentos com IgG de alta pureza (vide tópico 4.3.1). O balanço de massa da 
cromatografia e o perfil eletroforético estão apresentados na Tabela 4 e Figura 10, 
respectivamente.  
102,8 ± 2 
105,9 ± 2 
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Tabela 4 - Quantificação de proteínas totais nas frações cromatográficas das etapas de lavagem, eluição 
e regeneração das cromatografias realizadas em criogel PAAm, a partir da injeção de soro humano 
diluído 15 vezes em NaP 10 mmol/L, pH 6,0. 
Tampão Frações Massa (mg)a  Recuperação (%)b 
NaP 10 mmol/L 
pH 6,0 
Injeção 5,71 ± 1,20  100 ± 0 
pool Lavagem 5,25 ± 0,96  92 ± 3 
pool Eluição 0,29 ± 0,00  5 ± 1 
pool Regeneração 0,02 ± 0,00  0 ± 0 
Recuperação total (%)            
a Massa de IgG estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG como proteína de referência  
b Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG na injeção x 100 
Volume de leito: 3 mL; 1 mL de criogel PAAm equivale a 0,05 g seca 
 
Figura 10 – Perfil eletroforético das frações obtidas da cromatografia no criogel PAAm com injeção de 
2 mL de soro humano diluído 15 vezes em NaP 10 mmol/L pH 6,0: SDS-PAGE em condições 
desnaturantes e não redutoras. I: solução de injeção. L: pool das frações de lavagem com tampão de 
adsorção; E: pool das frações de eluição (tampão de adsorção contendo 1,0 mol/L NaCl); M: marcador 
de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG.  
 
O balanço de massa (Tabela 4) demonstrou que o criogel PAAm também apresentou 
uma baixa adsorção de proteínas quando o soro humano foi alimentado na coluna, sendo a 
maior parte das proteínas totais injetadas (>90%) recuperadas nas frações de lavagem. Por esta 
razão, optou-se por não realizar os mesmos experimentos empregando tampão Hepes.   
De acordo com o perfil eletroforético (Figura 10), a maior parte da albumina (HSA) e 
da transferrina (Trf) presentes no soro foram obtidas nas frações de lavagem, havendo bandas 
de leve intensidade dessas e de outras proteínas do soro nas frações de eluição. Conclui-se que 
a matriz sem ligante imobilizado não foi seletiva para IgG.  
 Portanto, os resultados obtidos na coluna PAAm, para os experimentos com IgG e com 
soro humano diluído, demonstram que a matriz apresenta baixa seletividade e capacidade de 
adsorção de IgG. A literatura relata que os géis de poliacrilamida são materiais estáveis e 
quimicamente inertes e sendo, por esta razão, frequentemente empregados, por exemplo, como 
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géis na técnicas de eletroforeses, como SDS-PAGE, nativa e eletrofocalização (PANG et al., 
2006; STANEY, 2002). 
 
4.4. Purificação de IgG em PAAm-AGE-PEI 
4.4.1. Purificação de IgG em PAAm-AGE-PEI-Ni(II) 
Com base nos resultados promissores de trabalhos reportados na literatura, os quais 
empregaram criogéis contendo PEI com íons metálicos quelatados na purificação de proteínas 
do plasma humano (BAKHSHPOUR et al., 2016; GÖKTÜRK et al., 2016), foi avaliado o 
potencial do criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) na purificação de IgG a partir do soro humano.  
 Os sistemas tamponantes empregados neste estudo foram: Bis-Tris 25 mmol/L (6,0 ≤ 
pH ≤ 7,0), NaP 25 mmol/L (6,0 ≤ pH ≤ 8,0) e Hepes 25 mmol/L (7,0 ≤ pH ≤ 8,0), sendo estes 
os tampões reportados na literatura para purificação de fragmentos Fab de IgG em PEI 
imobilizado em gel de agarose (CARMIGNOTTO, 2015). Inicialmente avaliou-se a adsorção 
de IgG de alta pureza em PAAm-AGE-PEI-Ni(II) (Figura 11).  
Figura 11 - Efeito do pH e dos sistemas tamponantes Bis-Tris 25 mmol/L ( ), NaP 25 mmol/L ( ) e 
Hepes 25 mmol/L ( ) na adsorção de IgG de alta pureza em criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II). 
 
Segundo Bresolin e colaboradores (2009), nem sempre é possível determinar as 
contribuições relativas de cada interação envolvida na adsorção de uma biomolécula no quelato 
metálico, estando presentes as ligações de coordenação, interações eletrostáticas e hidrofóbicas 
e de van der Waals. Os resultados de adsorção de IgG nesta matriz (Figura 11) indicam que, 
para os sistemas tamponantes Hepes e NaP, a quantidade de IgG adsorvida não variou muito 
nos valores de pH avaliados, sendo em torno de 0,90 mg de IgG adsorvida para todas condições 
testadas (cerca de 41% do valor total alimentado).  
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Para o tampão Hepes (zwiteriônico, pKa 7,5) foi observado um pequeno aumento da 
quantidade adsorvida quando este tampão estava negativamente carregado (pH 8,0), resultando 
em valores semelhantes aos obtidos ao se empregar NaP (pKa 2,1;7,2;12,7, carga negativa em 
todos pHs avaliados). No caso do Bis-Tris (pKa 6,5), observa-se um aumento de 3,6 vezes na 
quantidade de IgG adsorvida quando o tampão está neutro (pH 7,0), quando comparado ao valor 
de pH igual a 6,0, em que este está positivamente carregado.  
A avaliação do efeito do sal NaCl na retenção de IgG em IMAC não pôde ser realizada 
devido a desestruturação do criogel em presença de sal (1,0 mol/L), além do desprendimento 
do íon metálico. O desprendimento de níquel foi observado pela descoloração do criogel nas 
etapas de equilíbrio da coluna, formando pontos heterogêneos esbranquiçados. Provavelmente 
o sal afetou a estrutura do criogel de PAAm-AGE-PEI-Ni(II), tendo em vista que a 
poliacrilamida apresenta uma tendência a se deformar com a mudança de força iônica do meio 
(HERMANSON; MALLIA; SMITH, 1993).  
A seletividade do criogel de PAAm-AGE-PEI-Ni(II) foi avaliada realizando-se ensaios 
cromatográficos com soro humano (100 uL) diluído 15 vezes no tampão de equilíbrio, nas 
condições que mais e que menos adsorveram IgG: Bis-Tris 25 mmol/L pH 6,0 e 7,0 e NaP 25 
mmol/L pH 6,5 (Figura 11). Os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 5 e, os perfis 
eletroforéticos dos pools das frações de cada etapa, na Figura 12. 
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Tabela 5 - Proteínas totais nas frações cromatográficas das etapas de lavagem, eluição e regeneração 
das cromatografias realizadas em criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II), no sistemas tamponantes Bis-Tris 25 
mmol/L e NaP 25 mmol/L, a partir da injeção de soro humano diluído 15x. 
Tampão Frações Massa (mg)a   Recuperação (%)b 
Bis-Tris  
25 mmol/L 
pH 6,0 
Injeção 4,86 ± 0,01   100 ± 0 
pool Lavagem 2,82 ± 0,24   58 ± 5 
pool Eluição 1,49 ± 0,03   31 ± 1 
pool Regeneração 0,40 ± 0,04   8 ± 1 
Recuperação total (%)      
 
  
Bis-Tris  
25 mmol/L 
pH 7,0 
Injeção 4,79 ± 0,04   100 ± 0 
pool Lavagem 2,11 ± 0,11   44 ± 2 
pool Eluição 1,95 ± 0,04   41 ± 0 
pool Regeneração 0,55 ± 0,01   11 ± 0 
Recuperação total (%)         
NaP 25 mmol/L 
pH 6,5 
Injeção 4,85 ± 0,00   100 ± 0 
pool Lavagem 3,77 ± 0,10   78 ± 2 
pool Eluição 0,78 ± 0,04   16 ± 1 
pool Regeneração 0,50 ± 0,08   10 ± 2 
Recuperação total (%)      
 
  
 a Massa de IgG estimada pelo método de Bradford (1976), IgG como proteína de referência  
 b Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG na injeção x 100 
 Volume de leito: 3 mL; 1 mL de criogel PAAm equivale a 0,05 g seca 
 Densidade de íon metálico: 51,9 µmol Ni(II)/mL (análise de espectroscopia UV-VIS) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
96,9 ± 4 
104,0 ± 1 
96,2 ± 2 
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Figura 12 - Perfis eletroforéticos das frações cromatográficas da cromatografia de soro humano diluído 
15x em PAAm-AGE-PEI-Ni(II). SDS-PAGE em condições desnaturantes e não redutoras. I: solução de 
injeção. L: pool das frações de lavagem; E: pool das frações de eluição (acetato de sódio 25 mmol/L pH 
4,0); M: marcador de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG. 
Tampão pH SDS-PAGE 
Bis-Tris 
25 mmol/L 
7,0 
 
6,0 
 
NaP 
25 mmol/L 
6,5 
 
 
Os perfis eletroforéticos apresentados (Figura 12) permitem concluir uma ineficiência 
da matriz proposta (PAAm-AGE-PEI-Ni(II)) em purificar a IgG a partir do soro humano, já 
que não se obteve seletividade em nenhuma das etapas cromatográficas. Com o propósito de 
verificar a influência do íon metálico no adsorvente proposto e na busca por uma condição mais 
seletiva para este processo de purificação, optou-se em não realizar cromatografias com o íon 
metálico Cu(II), tendo em vista que este é geralmente menos seletivo que o íon Ni(II) 
(BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009), e dar continuidade ao trabalho realizando-se 
ensaios cromatográficos na matriz PAAm-AGE-PEI, na ausência de íon metálico quelatado. 
 
64 
 
 
4.4.1. Purificação de IgG em PAAm-AGE-PEI 
A adsorção e a seletividade do adsorvente PAAm-AGE-PEI foram avaliadas por meio 
dos experimentos cromatográficos do soro humano diluído nos seguintes tampões: Mes e Mops, 
em valores de pH na faixa de 5,5 a 7,0, de acordo com a faixa tamponante de cada tampão 
(Figura 13). Os sistemas tamponantes e diluição do soro (20 vezes) foram selecionados com 
base na literatura, em que autores empregaram estes sistemas tamponantes em cromatografia 
para purificação de IgG humana (BRESOLIN, 2010; DE SOUZA, 2009). 
As amostras mais concentradas da lavagem, bem como a amostra de injeção e os pools 
das frações de eluição foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE e resultaram nos perfis 
eletroforéticos apresentados na Figura 14. 
Figura 13 - Efeito do pH e dos sistemas tamponantes Mes 25 mmol/L ( ) e Mops 25 mmol/L ( ) na 
adsorção de proteínas do soro humano em criogel PAAm-AGE-PEI.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
65 
 
 
Figura 14 - Perfis eletroforéticos das frações obtidas das cromatografias no criogel PAAm-AGE-PEI 
com injeção de soro humano diluído 20 vezes no tampão de adsorção. SDS-PAGE em condições 
desnaturantes e não redutoras. I: solução de injeção. L: frações de lavagem; E: pool das frações de 
eluição (acetato de sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L de NaCl); M: marcador de alta massa 
molecular; IgG: marcador de IgG. 
Tampão pH SDS-PAGE 
Mes  
25 mmol/L 
5,5 
 
6,0 
 
6,5 
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Figura 14 (Continuação) 
Tampão pH SDS-PAGE 
Mops  
25 mmol/L 
6,5 
 
7,0 
 
 
O balanço de massa permite inferir que a quantidade de proteínas adsorvidas no criogel 
PAAm-AGE-PEI independe do sistema tamponante e do valor de pH empregado, sendo cerca 
de 1,97 mg de proteínas adsorvidas em todas condições experimentadas. Nenhuma das 
condições tamponantes demonstrou um resultado satisfatório em termos de seletividade para 
purificação de IgG (Figura 14); impurezas são observadas nas frações de lavagem e eluição 
(HSA, Trf e outras proteínas do soro humano).  
Quando soro humano diluído em Mes a pH 6,0 foi alimentado em PAAm-AGE-PEI, 
pôde-se obter uma banda homogênea de IgG na primeira fração de lavagem (L11, Figura 14). 
Apesar do baixo de rendimento, este resultado indica potencial do PEI imobilizado em PAAm 
para a purificação de IgG por cromatografia negativa. Visando este potencial, e com base no 
que é reportado na literatura, optou-se por empregar o método de ativação por bisoxirano na 
matriz PAAm a fim de incluir um braço espaçador entre o suporte e o ligante com o propósito 
de otimizar essa purificação. 
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4.5. Purificação de IgG em PAAm-Bisoxi-PEI: cromatografia negativa 
O efeito da adição de braços espaçadores para distanciar o ligante da matriz em 
cromatografia de afinidade tem sido reportado por vários autores. Gala (2002) ao estudar a 
adsorção da enzima L-asparginase na matriz ativada Sepharose 4B na presença de diaminas 
alifáticas como braços espaçadores, observou que a presença do braço espaçador aumenta a 
capacidade de adsorção da matriz, bem como que o comprimento do espaçador tem grande 
efeito sobre a especificidade de adsorção. De Souza e colaboradores (2010) purificaram IgG a 
partir de soro humano por cromatografia negativa utilizando matrizes de gel de agarose ativadas 
com bisoxirano (1,4 butanodiol diglicidil éter) e com brometo de cianogênio (CNBr) na 
presença do ligante -aminohexil imobilizado via ligação éter, todavia o grau de pureza obtido 
foi superior empregando-se a matriz ativada via grupamento epóxi. Assim, com o propósito de 
alcançar resultados similares de adsorção das proteínas do soro humano e seletividade, optou-
se por ativar o criogel PAAm com bisoxirano, introduzindo na matriz o braço espaçador de 12 
átomos, conforme descrito no item 3.2.2 do capítulo de materiais e métodos. 
Neste trabalho são exibidos os dados coletados para três colunas PAAm-Bisoxi-PEI 
sintetizadas, as quais foram nomeadas de PAAm-Bisoxi-PEI-1 (sintetizada em 06/2017), 
PAAm-Bisoxi-PEI-2 (sintetizada em 02/2018) e PAAm-Bisoxi-PEI-3 (sintetizada em 
04/2018).  
Os resultados do efeito da introdução deste braço espaçador na captura de proteínas do 
soro humano e não-retenção de IgG, em função dos sistemas tamponantes Mes e Mops e dos 
valores de pH, obtidos com a coluna PAAm-Bisoxi-PEI-1 estão apresentados nas Figuras 15 e 
16. 
Figura 15 - Efeito do pH e dos sistemas tamponantes Mes 25 mmol/L ( ) e Mops 25 mmol/L ( ) na 
adsorção de proteínas do soro humano em criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1.  
 
 
68 
 
 
Figura 16 - Perfis eletroforéticos das frações obtidas das cromatografias no criogel PAAm-Bisoxi-PEI-
1 com injeção de soro humano diluído 20 vezes no tampão de adsorção. SDS-PAGE em condições 
desnaturantes e não redutoras. I: solução de injeção. L: frações de lavagem com tampão de adsorção; E: 
pool das frações de eluição (acetato de sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L de NaCl); M: 
marcador de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG. 
Tampão pH Perfil eletroforético  
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Figura 16 (Continuação) 
Tampão  pH Perfil eletroforético  
Mops  
25 mmol/L 
 
6,5 
 
 
7,0 
 
 
Para o volume de 1mL de solução soro humano diluído 20x no tampão de adsorção (2,6 
mg/mL) alimentado na coluna PAAm-Bisoxi-PEI-1, a massa de proteína total adsorvida (Figura 
15) não variou consideravelmente em função do sistema tamponante e valor de pH utilizado, 
mantendo-se em torno de 2,39  0,14 mg de proteína adsorvida.  
Este valor é apenas 22% superior à média obtida para a coluna na ausência do braço 
espaçador (PAAm-AGE-PEI), indicando não haver grande aumento na capacidade de adsorção 
de proteínas da matriz quando ativada com bisoxirano.  Já em termos de seletividade, os perfis 
eletroforéticos (Figura 16) indicam a presença de IgG com poucas impurezas nas frações de 
lavagem em todos os sistemas tamponantes e valores de pH estudados, sendo o perfil destas 
frações similares ao do marcador de IgG utilizado. 
Nos valores de pH avaliados, as impurezas como albumina (pI 4,7) e transferrina (5,2 < 
pI < 5,9), negativamente carregadas, tendem a interagir eletrostaticamente com os grupamentos 
amino PAAm-Bisoxi-PEI-1 (carregados positivamente), enquanto que as moléculas de IgG 
carregadas positivamente são repelidas pela carga positiva do criogel, e, consequentemente, a 
proteína alvo é obtida na etapa de lavagem. 
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O grau de pureza da IgG obtido nos experimentos realizados em PAAm-Bisoxi-PEI-1 
aumentou (observada visualmente por eletroforese), comparativamente aos resultados obtidos 
em PAAm-AGE-PEI, possivelmente devido a inserção do braço espaçador, que minimizou os 
impedimentos estéricos e possibilitou melhor distribuição das cargas positivas na matriz e, 
consequentemente, melhorou o acesso das proteínas aos sítios de adsorção (LEE; CHAN; TEY, 
2014; DE SOUZA; BRESOLIN; BUENO, 2010; JAGER et al., 2012). 
Apesar dos resultados promissores obtidos utilizando criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 para 
purificação de IgG a partir de soro humano, a produção de réplicas do criogel proposto resultou 
em materiais que não exibiram resultados similares, como os que são apresentados na Figura 
17 e 18, referentes a coluna PAAm-Bisoxi-PEI-2 sintetizada em 02/2018.  
Figura 17 - Efeito do pH e dos sistemas tamponantes Mes 25 mmol/L ( ) e Mops 25 mmol/L ( ) na 
adsorção de proteínas do soro humano em criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2.  
 
 
Figura 18 - Perfis eletroforéticos das frações obtidas das cromatografias no criogel PAAm-Bisoxi-PEI 
-2 com injeção de soro humano diluído 20 vezes no tampão de adsorção. SDS-PAGE em condições 
desnaturantes e não redutoras. I: solução de injeção. L: frações de lavagem com tampão de adsorção; E: 
pool das frações de eluição (acetato de sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L de NaCl); M: 
marcador de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG. 
Tampão pH Perfil eletroforético  
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Figura 18 (Continuação) 
Tampão pH Perfil eletroforético  
Mes  
25 mmol/L 
6,0 
 
6,5 
 
Mops  
25 mmol/L 
6,5 
 
7,0 
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Para um mesmo volume de soro humano 20x diluído (1,0 mL, 2,6 mg/mL) alimentado 
em PAAm-Bisoxi-PEI-2, a massa de proteína total adsorvida (Figura 17) não variou 
consideravelmente em função do sistema tamponante e valor de pH utilizado, mantendo-se em 
torno de 1,93  0,14 mg de proteína adsorvida, valor 25% inferior ao obtido para o criogel 
PAAm-Bisoxi-PEI-1.  
A diferença mais evidente entre estes dois criogéis de poliacrilamida ativados com 
bisoxirano e com ligante PEI imobilizado encontra-se, de fato, nas eletroforeses apresentadas, 
tendo em vista que, para o criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 (Figura 18), impurezas (HSA, Trf e 
outras proteínas do soro humano) são observadas nas frações de lavagem e eluição, ou seja, este 
adsorvente não apresentou resultado satisfatório em termos de seletividade para purificação de 
IgG. É notável também que na condição de se alimentar soro humano diluído 20 vezes em 
tampão Mes a pH 6,0 e em tampão Mes a pH 6,5, as duas primeiras frações de lavagem (Figura 
18) apresentam bandas homogêneas de IgG, o que é um indicador do potencial dessa matriz.  
A fim de explorar este potencial e investigar a possível fonte desta variação, um terceiro 
criogel, o PAAm-Bisoxi-PEI-3, foi sintetizado em 05/2018. Tendo sido o tampão MES 25 
mmol/L pH 6,0 uma das melhores condições observadas (vide Figura 18), esta foi testada e os 
resultados, comparados às colunas anteriores, encontra-se na Tabela 6. Além disso, os picos 
eletroforéticos de lavagem e o pool de eluição encontrados na cromatografia realizada na coluna 
PAAm-Bisoxi-PEI-3 foram analisados via eletroforese SDS-PAGE conforme apresentados na 
Figura 19. 
Tabela 6 - Proteínas totais nas frações cromatográficas das etapas de lavagem, eluição e regeneração 
das cromatografias realizadas nos criogéis de PAAm-Bisoxi-PEI em sistema tamponante Mes 25 
mmol/L pH 6,0, a partir da injeção de 1mL de soro humano diluído 20x. 
 PAAm-Bisoxi-PEI-1 PAAm-Bisoxi-PEI-2 PAAm-Bisoxi-PEI-3 
Frações 
Massa 
(mg)a 
Recuperação 
(%)b 
Massa 
(mg)a 
Recuperação 
(%)b 
Massa 
(mg)a 
Recuperação 
(%)b 
Injeção 2,55 100,00% 2,75 100,00% 2,58 100,00% 
pool Lavagem 0,17 6,82% 0,64 23,44% 0,19 7,46% 
pool Eluição 1,94 76,29% 2,07 75,48% 1,78 68,77% 
pool Regeneração 0,19 7,50% 0,05 1,89% 0,44 16,90% 
Recuperação total (%)  90,61%  100,81%  93,13% 
a Massa de IgG estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG como proteína de referência  
b Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG na injeção x 100 
Volume de leito: 3 mL; 1 mL de criogel PAAm equivale a 0,05 g seca 
 . 
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Figura 19 - Perfil eletroforéticos das frações obtidas das cromatografias no criogel PAAm-Bisoxi-PEI-
3 com injeção de soro humano diluído 20 vezes no tampão de adsorção Mes 25 mmol/L pH 6,0. SDS-
PAGE em condições desnaturantes e não redutoras. I: solução de injeção. L: frações de lavagem com 
tampão de adsorção; E: pool das frações de eluição (acetato de sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 
mol/L de NaCl); M: marcador de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG. 
Perfil eletroforético  
 
 
Comparando-se os dados quantitativos (Tabela 6) e qualitativos (Figuras 16 e 19) 
percebe-se que as colunas PAAm-Bisoxi-PEI-1 e PAAm-Bisoxi-PEI-3 exibiram resultados 
similares, entretanto diferentes do que fora observado na coluna PAAm-Bisoxi-PEI-2. 
 A fim de investigar as razões estruturais que levaram a esta diferença de resultados 
obtidos com a coluna PAAm-Bisoxi-PEI-1 e -3 com a PAAm-Bisoxi-PEI-2, quantificou-se os 
íons metálicos Cu(III) quelatados conforme metodologia descrita no capítulo de materiais e 
métodos. Para os 3 mL de criogel em cada coluna, a quantidade de íons Cu(II) quelatados (0,31 
mmol) a matriz PAAm-Bisoxi-PEI-3 foi próxima ao que havia sido obtida em PAAm-Bisoxi-
PEI-1 (0,36 mmol), enquanto que quantidade 25% inferior (0,27 mmol) foi obtida para o criogel 
PAAm-Bisoxi-PEI-2, indicando que uma menor quantidade de ligante PEI foi efetivamente 
imobilizada à esta matriz polimérica.  
As imagens MEV dos criogéis PAAm-Bisoxi-PEI-2 e PAAm-Bisoxi-PEI-3 também 
revelaram diferenças morfológicas que são exibidas na Figura 20. Não foi possível a realização 
de MEV para a coluna PAAm-Bisoxi-PEI-1 tendo em vista que esta passou a apresentar sinais 
de degradação após sua utilização nos experimentos durante aproximadamente um semestre.  
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Figura 20 – Imagens produzidas por MEV das (a) superfícies, (b) secções longitudinais e (c) secções 
transversais ampliadas 1000 vezes dos criogéis PAAm-Bisoxi-PEI-2 e PAAm-Bisoxi-PEI-3. 
 
A partir da Figura 20 nota-se que ambos os criogeis apresentam estrutura 
supermacroporosa, com poros heterogêneos de diferentes tamanhos interconectados, entretanto 
nas imagens obtidas para o criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 é possível observar pontos de 
rompimento do material (identificado por inúmeros pontos vazados, Figura 20b) bem como a 
presença de estruturas heterogêneas (Figura 20), evidenciando a ausência de homogeneidade 
ao longo do criogel ativado com bisoxirano. 
Avaliações mais aprofundadas, principalmente no que se refere ao processo de síntese 
deste criogel, são necessários para justificar este resultado indesejado, tendo em vista que, por 
terem sido todos sintetizados conforme descrito no capítulo de material e métodos, não há 
 PAAm-Bisoxi-PEI-2 PAAm-Bisoxi-PEI-3 
(a) 
  
(b) 
  
(c) 
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razões óbvias para tal ocorrido. Entretanto a heterogeneidade observada nos criogéis após estes 
serem ativados com bisoxirano pode ser uma das razões para esta variação nos resultados 
obtidos, tendo em vista que afeta diretamente a quantidade de ligante PEI imobilizado à coluna.  
Apesar destes resultados variáveis obtidos, o potencial da matriz proposta é evidenciado 
pela presença de bandas eletroforéticas de lavagem similares a do marcador de IgG obtidos a 
partir das cromatografias realizadas nos três criogéis (PAAm-Bisoxi-PEI-1, -2 e -3), 
principalmente no que se refere a cromatografia em que foi empregado o sistema tamponante 
Mes 25 mmol/L pH 6,0. Desta maneira, demonstrado realizou-se a curva de ruptura para esta 
condição (Mes 25 mmol/L pH 6,0) a fim de explorar este potencial.  
 
4.5.1.1. Curva de ruptura  
Na cromatografia negativa, o ponto de ruptura ocorre quando a coluna cromatográfica 
deixa de reter as impurezas e são detectadas proteínas do soro diferentes de IgG na saída da 
coluna. A sua determinação é de grande utilidade para a purificação industrial de proteínas de 
alto valor, já que a alimentação é realizada até atingir o ponto de ruptura, minimizando assim 
as perdas de produtos na linha de saída. Além disso, este valor também é considerado em 
aplicações médico-terapêuticas, sendo ideal que a adsorção do patógeno ocorra até que a matriz 
esteja praticamente saturada (CHARCOSSET et al., 1995).  
A determinação do ponto de ruptura foi realizada no criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3, tendo 
em vista a similaridade dos resultados obtidos entre entre e o criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1. A 
curva foi determinada conforme descrito no item 3.2.5 do capítulo de materiais e métodos e o 
balanço de massa, a curva de ruptura e as eletroforeses realizadas estão apresentadas nas Figuras 
21, 22 e 23. 
Figura 21 – Balanço de massa do ensaio de curva de ruptura em criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3 em sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0. 
 
Frações PT
a
(mg) %
b
Injeção 23,75 100,00%
Lavagem 18,59 78,27%
Eluição 2,25 9,46%
Regeneração 0,67 2,80%
Recuperação 21,50 90,53%
Proteínas totais adsorvidas (mg) 2,91 13,55%
c
Proteinas totais adsorvidas (mg/mL) 0,97 -
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Figura 22 – Curva de ruptura de IgG em criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3 para proteínas totais. Volume de 
alimentação: 10,0 mL de solução de soro humano diluído 20x em tampão Mes 25 mmol/L pH 6,0. 
 
Figura 23 - Perfis eletroforéticos das frações obtidas da curva de ruptura no criogel PAAm-Bisoxi-PEI-
3 com injeção de soro humano diluído 20 vezes no tampão de adsorção. SDS-PAGE em condições 
desnaturantes e não redutoras. I: solução de injeção. FT: frações da etapa de flowthrough. L: frações de 
lavagem com tampão de adsorção; E: pool das frações de eluição (acetato de sódio 25 mmol/L pH 4,0 
contendo 0,5 mol/L de NaCl); M: marcador de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG. 
 
 
Apesar de nas cromatografias no criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3 terem sido obtidas 
frações de lavagem com pureza similar ao marcador de IgG (IgG da Sigma) (Figura 19), os 
resultados obtidos na determinação da curva de ruptura demonstraram uma baixa capacidade 
de adsorção deste criogel, uma vez que as impurezas foram detectadas já na segunda fração de 
do flowthrough. O ponto de ruptura foi calculado como sendo de 6,0 mL, já que este foi o 
volume coletado do início da alimentação até a amostra de flowthrough contendo IgG 
eletroforeticamente sem impurezas (FT11, Figura 23), tendo sido recuperada apenas 0,31 mg de 
IgG (cerca de 0,1 mg_proteina/mL_criogel), valor este inferior aos encontrados na literatura 
como, por exemplo, os 13,52 mg (4,51 mg_proteína/mL_gel) obtido por Bresolin, De Souza e 
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Bueno (2010) ao determinar o ponto de ruptura de uma coluna com 3 mL de gel de -
aminohexil-agarose utilizando soro humano vinte vezes diluído.  
Diferentemente do que ocorre nos experimentos cromatográficos, para determinação da 
curva de ruptura é injetado um volume de solução de alimentação (10 mL) superior ao volume 
de leito (3 mL), não ocorrendo diluição desta solução ao longo da coluna.  Por outro lado, nos 
experimentos cromatográficos, se injeta um volume 1/3 menor que o do leito cromatográfico. 
Por este motivo, na curva de ruptura não foram obtidos um mínimo de 6 amostras de lavagem 
com pureza similar ao marcador de IgG como as que foram obtidas na cromatografia sob 
mesmas condições tamponantes.  
Ainda que a curva de ruptura tenha demonstrado uma baixa capacidade dinâmica do 
criogel proposto (PAAm-Bisoxi-PEI), os resultados anteriormente obtidos com essa matriz que 
revelam seu potencial para purificação de IgG, bem como sua características estruturais e 
mecânicas ainda a tornam de interesse na área, possibilitando que novos estudos, por exemplo 
que variem o sistema tamponante utilizado, sejam desenvolvidos com este material no propósito 
de modificar seu ponto de ruptura e aumentar sua empregabilidade.  
 
4.6. Caracterização dos criogéis sintetizados 
4.6.1. Estrutura e morfologia  
 Os criogéis de poliacrilamida (PAAm e PAAm-AGE) sintetizados segundo Kumar 
(KUMAR et al., 2006a) conforme descrito no item 3.2.1 do capítulo de materiais e métodos e 
utilizados nos ensaios cromatográficos, encontram-se ilustrados na Figura 24a, no seu estado 
intumescido. 
Figura 24 - Registro fotográfico dos criogeis PAAm e PAAm-AGE (a) após sintetizados (b) sendo 
submetidos a compressão manual. 
(a) 
 
(b) 
 
 
(a) (b)(a) (b)
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 Visualmente, estes criogéis consistem de uma estrutura homogênea e uniforme, opaco, 
de coloração esbranquiçada. Sua estrutura esponjosa possibilita que seja comprimido e que 
retorne imediatamente a sua configuração original (Figura 24b). As possibilidades de 
reidratação instantânea do gel seco por compressão manual ou por secagem em estufa, sem que 
haja danos à estrutura supermacroporosas, e de armazenagem do criogel seco por longos 
períodos, representam vantagens na utilização dos criogéis de poliacrilamida na área de 
cromatografia (PLIEVA et al., 2004b). 
Após ter sido ativado com bisoxirano, o criogel PAAm perceptivelmente sofreu 
modificações na sua estrutura, vide registros fotográficos apresentados na Figura 25. 
Figura 25 – Registro fotográfico dos criogéis (a) PAAm e (b) PAAm-Bisoxi-PEI. 
(a) 
 
(b) 
 
Notou-se o aumento do seu volume, uma maior opacidade na sua coloração 
esbranquiçada, uma maior heterogeneidade ao longo da sua forma cilíndrica e uma maior 
rigidez de sua estrutura, não sendo mais comprimível na mesma intensidade e tornando-se 
muito mais quebradiço quando seco ou submetido à compressão manual de alta intensidade. 
As imagens da microscopia eletrônica de varredura (MEV) para os criogéis PAAm e 
PAAm-Bisoxi-PEI sintetizados estão apresentadas na Figura 26. 
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Figura 26 – Imagens produzidas por MEV das (a) superfícies ampliadas 250 vezes, (b) secções 
longitudinais ampliadas 250 vezes (c) secções longitudinais ampliadas 1000 vezes e (d) secções 
transversais ampliadas 1000 vezes dos criogéis PAAm e PAAm-Bisoxi-PEI. 
 
 PAAm PAAm-Bisoxi-PEI-3 
(a) 
  
(b) 
  
(c) 
  
(d) 
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A Figura 26 permite observar a estrutura macroporosa, com poros não uniformes 
altamente interconectados, característico dos criogéis e que são também visualizados em 
imagens MEV reportados na literatura para diferentes criogéis  (DAOUD-ATTIEH et al., 2013; 
EROL et al., 2016).  A análise MEV demonstrou ainda que os poros são bastante heterogêneos 
e variam de 10 a 330 µm, dado semelhante ao encontrado na literatura, que aponta o tamanho 
dos poros dos criogéis entre 1 e 300 µm (GUN’KO; SAVINA; MIKHALOVSKY, 2013).  
Comparando-se as imagens MEV obtidas, percebe-se que o criogel PAAm apresenta 
paredes de poros mais uniformes e lisas, enquanto que as do criogel PAAm-Bisoxi-PEI são 
mais rugosas e heterogêneas. Além disso, através da Figura 26a, nota-se uma certa regularidade 
no direcionamento dos poros na superfície do criogel contendo PEI, diferente do que é visto 
para o criogel de controle.  
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CAPÍTULO 5. CONCLUSÕES  
Neste trabalho foram realizados experimentos cromatográficos com os adsorventes 
PAAm, PAAm-AGE-PEI-Ni(II), PAAm-AGE-PEI, PAAm-Bisoxi-PEI empregando os 
tampões Mops, Mes, NaP, Bis-Tris, Hepes, Tris-HCl, em valores de pH na faixa de 6,0 a 9,0, a 
fim de avaliar a purificação de IgG a partir de uma solução de soro humano.  
Primeiramente, estudos com o adsorvente de poliacrilamida (PAAm) resultaram em 
uma baixa adsorção das proteínas do soro humano, atendendo a característica fundamental para 
ser aplicado como matriz em cromatografia e servindo, assim, como controle.  
Os adsorventes PAAm-AGE-PEI-Ni(II) e PAAm-AGE-PEI não se mostraram capazes 
de, nas condições estudadas, purificar a IgG a partir do soro humano, fato constatado pela 
presença de impurezas (bandas de proteínas do soro humano) em todas frações cromatográficas 
avaliadas por eletroforese SDS-PAGE. Além disso, os ensaios cromatográficos com PAAm-
AGE-PEI também permitiram concluir que esse material se degrada na presença NaCl em altas 
concentrações (1,0 mol/L), não tendo sido exploradas as razões para este fenômeno. 
As cromatografias negativas realizadas nos adsorventes PAAm-AGE-PEI e PAAm-
Bisoxi-PEI resultaram em valores próximos de adsorção de proteínas totais, de modo que, para 
uma média de 2,81  0,24 mg de proteínas totais injetadas nas colunas, obteve-se em uma 
adsorção de 2,39  0,14 mg e 1,97  0,12 mg para as colunas com e sem braço espaçador, 
respectivamente. Por outro lado, os perfis eletroforéticos obtidos para cada uma dessas colunas 
foram distintos, uma vez que na ausência de braço espaçador (PAAm-AGE-PEI), as frações 
não retidas mais concentradas de lavagem exibiram bandas de IgG juntamente com outras 
proteínas do soro humano (albumina, transferrina, etc), enquanto que dois dos adsorventes 
contendo o braço espaçador (PAAm-Bisoxi-PEI-1 e PAAm-Bisoxi-PEI-3), resultaram em  
frações não retidas com perfis eletroforéticos semelhantes ao do marcador de IgG humana 
utilizado (IgG da Sigma-Aldrich).   
Apesar dos resultados promissores encontrados para os criogéis PAAm-Bisoxi-PEI-1 e 
PAAm-Bisoxi-PEI-3 é necessário atentar-se ao fato de que o processo de síntese, da forma 
como conduzido, está susceptível a oscilações, podendo resultar réplicas não exatas destes 
criogéis que geram resultados não tão promissores como os apresentados nas Figuras 16 e 19.  
Além disso, a curva de ruptura realizada nestes criogéis revelou baixa capacidade de adsorção 
das proteínas do soro humano, fazendo com que sejam necessários mais estudos a fim de 
aumentar esta capacidade e possibilitar sua aplicabilidade em processos de purificação de IgG 
humana. 
82 
 
 
De modo geral, os resultados obtidos nas condições cromatográficas estudadas revelam 
o efeito do braço espaçador na pureza da IgG por cromatografia negativa, evidenciando também 
a potencialidade do ligante PEI imobilizado para purificação de IgG proveniente do soro 
humano.  
A síntese dos criogéis de poliacrilamida também se revelou prática, a medida em que 
nenhuma técnica de maior nível de dificuldade está envolvida, consistindo de um processo 
simples e de poucas etapas. Além disso, associada a esta praticidade, as características 
estruturais e morfológicas dos criogéis sintetizados também são bastante promissoras, tendo em 
vista que são materiais flexíveis e resistentes, constituídos de inúmeros macroporos 
interconectados, que permitem, conforme a literatura consultada, uma transferência de massa 
regida por convecção, possibilitando assim o processamento de um maior volume de fase móvel 
quando comparado as matrizes tradicionais, sendo portanto mais passíveis de serem 
empregados na purificação em larga escala.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
83 
 
 
CAPÍTULO 6. SUGESTÕES PARA PRÓXIMOS TRABALHOS 
Em vista aos resultados obtidos, que demonstram o potencial do criogel proposto 
(PAAm-Bisoxi-PEI) para purificação de IgG a partir de soro humano por cromatografia 
negativa, bem como os outros resultados promissores envolvendo a utilização de criogéis e de 
ligantes de poliaminas para este fim, seria relevante a continuidade da pesquisa no que se refere 
principalmente ao processo de síntese, a fim de reduzir as variações de estrutura dos materiais 
obtidos, tornando-os replicáveis, e de maximizar a capacidade de adsorção de proteínas do soro 
humano no criogel proposto. Desta forma, sugere-se: 
1) Avaliar outros agentes de ativação que resultem em materiais mais homogêneos e, 
de preferência, sem que haja perdas da característica esponjosa do criogel. 
2) Realizar estudos do efeito do tipo de PEI empregado (massa molecular e índice de 
dispersão) e da concentração da solução de PEI em NaOH que é recirculada na 
coluna durante a etapa de imobilização, bem como o tempo em que esta é mantida 
recirculando. 
3) Realizar estudos do efeito da concentração de monômeros precursores e da 
temperatura de criopolimerização nas propriedades do adsorvente proposto e na 
sua capacidade de purificação.  
4) Realizar estudos do efeito da diluição do soro humano na seletividade do 
adsorvente.  
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APÊNDICE A 
Perfis cromatográficos e eletroforéticos para os ensaios cromatográficos realizados a 
partir de IgG de alta pureza e de soro humano diluído nas colunas contendo os criogéis PAAm. 
 
IgG de alta pureza 
 
1) NaP 10 mmol/L pH 6,0 
Figura A. 1 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm utilizando sistema tamponante NaP 10 mmol/L pH 6,0. 
Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-purificada na 
concentração de (1) 1,96 mg/mL e (2) 1,89 mg/mL. L– Lavagem: NaP 10 mmol/L pH 6,0. E– Eluição: 
NaP 10 mmol/L contendo 1,0 mol/L de NaCl pH 6,0. R– Regeneração: NaOH 50 mmol/L. 
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2) Hepes 25 mmol/L pH 7,0 
Figura A. 2 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm utilizando sistema tamponante Hepes 25 mmol/L pH 7,0. 
Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-purificada na 
concentração de (1) 1,90 mg/mL e (2) 2,21 mg/mL. L– Lavagem: Hepes 25 mmol/L pH 7,0. E– Eluição: 
Hepes 25 mmol/L contendo 1,0 mol/L de NaCl pH 7,0. R– Regeneração: NaOH 50 mmol/L. 
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Soro humano 15x diluído 
 
1) NaP 10 mmol/L pH 6,0 
Figura A. 3 - Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm utilizando sistema tamponante NaP 
10 mmol/L pH 6,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de (1) 1,5 mL e (2) 2,0 mL de solução contendo soro 
humano 15x diluído na concentração de (1) 3,24 mg/mL e (2) 3,28 mg/mL. L– Lavagem: NaP 10 
mmol/L pH 6,0. E– Eluição: NaP 10 mmol/L contendo 1,0 mol/L de NaCl pH 6,0. R– Regeneração: 
NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa molecular; IgG– 
Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de eluição. 
 (a) (b) 
(1) 
 
   
 (a) (b) 
(2) 
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APÊNDICE B 
Perfis cromatográficos e eletroforéticos para os ensaios cromatográficos realizados a 
partir de IgG de alta pureza e de soro humano diluído nas colunas contendo os criogéis PAAm-
AGE-PEI-Ni(II). 
 
IgG de alta pureza 
 
 Fosfato de Sódio (NaP) 
1) NaP 25 mmol/L pH 6,0 
Figura B. 1 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema tamponante NaP 25 
mmol/L pH 6,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-
purificada na concentração de (1) 2,07 mg/mL e (2) 2,02 mg/mL. L– Lavagem: NaP 25 mmol/L pH 6,0. 
E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
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(2) 
 
 
 
Volume das frações: 2 mL nas de Lavagem e 1 mL nas de Eluição e Regeneração 
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2) NaP 25 mmol/L pH 6,5 
Figura B. 2 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema tamponante NaP 25 
mmol/L pH 6,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-
purificada  na concentração de (1) 2,05 mg/mL e (2) 2,09 mg/mL. L– Lavagem: NaP 25 mmol/L pH 
6,5. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
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3) NaP 25 mmol/L pH 7,0 
Figura B. 3 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema tamponante NaP 25 
mmol/L pH 7,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-
purificada na concentração de (1) 2,07 mg/mL e (2) 1,92 mg/mL. L– Lavagem: NaP 25 mmol/L pH 7,0. 
E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
(1) 
 
 
(2) 
 
 
 
Volume das frações: 1 mL em todas etapas cromatográficas 
 
 
 
 
 
 
 
 
L E R
I
0,00
0,10
0,20
0,30
0,40
0,50
0,60
0,70
0,80
0,90
1,00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
C
o
n
ce
n
tr
aç
ão
 d
e 
p
ro
te
ín
as
 t
o
ta
is
 (
m
g
/m
L
)
Número de frações
L E R
I
0,00
0,10
0,20
0,30
0,40
0,50
0,60
0,70
0,80
0,90
1,00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
C
o
n
ce
n
tr
aç
ão
 d
e 
p
ro
te
ín
as
 t
o
ta
is
 (
m
g
/m
L
)
Número de frações
104 
 
 
4) NaP 25 mmol/L pH 7,5 
Figura B. 4 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema tamponante NaP 25 
mmol/L pH 7,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-
purificada na concentração de (1) 2,12 mg/mL e (2) 1,91 mg/mL. L– Lavagem: NaP 25 mmol/L pH 7,5. 
E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
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Volume das frações: 1 mL em todas etapas cromatográficas 
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5) NaP 25 mmol/L pH 8,0 
Figura B. 5 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema tamponante NaP 25 
mmol/L pH 8,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-
purificada na concentração de (1) 2,15 mg/mL e (2) 1,87 mg/mL. L– Lavagem: NaP 25 mmol/L pH 8,0. 
E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
(1) 
 
 
(2) 
 
 
 
Volume das frações: 2 mL nas de Lavagem; 2 mL (1) e 1 mL (2) nas de Eluição e 2 mL nas de Regeneração 
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 Hepes 
1) Hepes 25 mmol/L pH 7,0 
Figura B. 6 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema tamponante Hepes 25 
mmol/L pH 7,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana ultrapu 
pré-purificada ra na concentração de (1) 2,00 mg/mL e (2) 2,16 mg/mL. L– Lavagem: Hepes 25 mmol/L 
pH 7,0. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
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2) Hepes 25 mmol/L pH 7,5 
Figura B. 7 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema tamponante Hepes 25 
mmol/L pH 7,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-
purificada na concentração de (1) 1,94 mg/mL e (2) 2,06 mg/mL. L– Lavagem: Hepes 25 mmol/L pH 
7,5. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
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3) Hepes 25 mmol/L pH 8,0 
Figura B. 8 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema tamponante Hepes 25 
mmol/L pH 7,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-
purificada na concentração de (1) 1,97 mg/mL e (2) 1,94 mg/mL. L– Lavagem: Hepes 25 mmol/L pH 
7,5. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
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 Bis-Tris 
1) Bis-Tris 25 mmol/L pH 6,0 
Figura B. 9 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema tamponante Bis-Tris 25 
mmol/L pH 6,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-
purificada na concentração de (1) 1,98 mg/mL e (2) 1,94 mg/mL. L– Lavagem: Bis-Tris 25 mmol/L pH 
6,0. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
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Volume das frações: 2 mL nas de Lavagem e 1 mL nas de Eluição e Regeneração 
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2) Bis-Tris 25 mmol/L pH 6,5 
Figura B. 10 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema tamponante Bis-Tris 25 
mmol/L pH 6,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-
purificada na concentração de (1) 1,89 mg/mL e (2) 1,99 mg/mL. L– Lavagem: Bis-Tris 25 mmol/L pH 
6,5. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
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Volume das frações: 2 mL nas de Lavagem e 1 mL nas de Eluição e Regeneração 
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3) Bis-Tris 25 mmol/L pH 7,0 
Figura B. 11 - Perfil cromatográfico da adsorção de IgG a partir de solução de IgG de alta pureza em 
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema tamponante Bis-Tris 25 
mmol/L pH 7,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução contendo IgG humana pré-
purificada na concentração de (1) 2,00 mg/mL e (2) 1,99 mg/mL. L– Lavagem: Bis-Tris 25 mmol/L pH 
7,0. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. 
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Soro humano 15x diluído 
 
 Bis-Tris 
1) Bis-Tris 25 mmol/L pH 6,0 
Figura B. 12 - Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema 
tamponante Bis-Tris 25 mmol/L pH 6,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,5 mL de solução de soro 
humano 15x diluído na concentração de (1) 3,25 mg/mL e (2) 3,24 mg/mL. L– Lavagem: Bis-Tris 25 
mmol/L pH 6,0. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L 
pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa molecular; IgG– Marcador de IgG; 
I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de eluição; R- pool das frações de 
regeneração. 
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2) Bis-Tris 25 mmol/L pH 7,0 
Figura B. 13 - Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema 
tamponante Bis-Tris 25 mmol/L pH 7,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,5 mL de solução de soro 
humano 15x diluído na concentração de (1) 3,22 mg/mL e (2) 3,17 mg/mL. L– Lavagem: Bis-Tris 25 
mmol/L pH 7,0. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L 
pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa molecular; IgG– Marcador de IgG; 
I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de eluição; R- pool das frações de 
regeneração. 
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Volume das frações: 2 mL em todas etapas cromatográficas 
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 NaP 
1) NaP 25 mmol/L pH 6,5 
Figura B. 14 - Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(II) utilizando sistema 
tamponante NaP 25 mmol/L pH 6,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,5 mL de solução de soro 
humano 15x diluído na concentração de (1) 3,23 mg/mL e (2) 3,23 mg/mL. L– Lavagem: NaP 25 
mmol/L pH 6,5. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0. R– Regeneração: EDTA 100 mmol/L 
pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa molecular; IgG– Marcador de IgG; 
I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de eluição; R- pool das frações de 
regeneração. 
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APÊNDICE C 
Perfis cromatográficos e eletroforéticos para os ensaios cromatográficos realizados a 
partir de soro humano 20x diluído nas colunas contendo os criogéis PAAm-AGE-PEI. 
 
 Mops 25 mmol/L 
1) Mops 25 mmol/L pH 6,5 
Figura C. 1 - Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI utilizando sistema 
tamponante Mops 25 mmol/L pH 6,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de 2,85 mg/mL. L– Lavagem: Mops 25 mmol/L pH 6,5. E– 
Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– Regeneração: NaOH 50 
mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa molecular; IgG– Marcador de 
IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de eluição; R- pool das frações de 
regeneração. 
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2) Mops 25 mmol/L pH 7,0 
Figura C. 2 - Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI utilizando sistema 
tamponante Mops 25 mmol/L pH 7,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de 2,80 mg/mL. L– Lavagem: Mops 25 mmol/L pH 7,0. E– 
Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– Regeneração: NaOH 50 
mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa molecular; IgG– Marcador de 
IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de eluição; R- pool das frações de 
regeneração. 
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 Mes 25 mmol/L 
1) Mes 25 mmol/L pH 5,5 
Figura C. 3 - Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI utilizando sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 5,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de 2,4 mg/mL. L– Lavagem: Mes 25 mmol/L pH 5,5. E– Eluição: 
Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– Regeneração: NaOH 50 mmol/L. 
Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa molecular; IgG– Marcador de IgG; I– 
Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de eluição; R- pool das frações de 
regeneração. 
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2) Mes 25 mmol/L pH 6,0 
Figura C. 4 - Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI utilizando sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de 2,4 mg/mL. L– Lavagem: Mes 25 mmol/L pH 6,0. E– Eluição: 
Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– Regeneração: NaOH 50 mmol/L. 
Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa molecular; IgG– Marcador de IgG; I– 
Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de eluição; R- pool das frações de 
regeneração. 
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3) Mes 25 mmol/L pH 6,5 
Figura C. 5 - Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI utilizando sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de 2,4 mg/mL. L– Lavagem: Mes 25 mmol/L pH 6,5. E– Eluição: 
Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– Regeneração: NaOH 50 mmol/L. 
Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa molecular; IgG– Marcador de IgG; I– 
Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de eluição; R- pool das frações de 
regeneração. 
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APÊNDICE D 
Perfis cromatográficos e eletroforéticos para os ensaios cromatográficos realizados a 
partir de soro humano 20x diluído nas colunas contendo os criogéis PAAm-Bisoxi-PEI-1. 
 
 Mes 25 mmol/L 
1) Mes 25 mmol/L pH 5,5 
Figura D. 1- Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 utilizando sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 5,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,57 mg/mL e (2) 2,47 mg/mL. L– Lavagem: Mes 25 
mmol/L pH 5,5. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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(2) 
 
 
2) Mes 25 mmol/L pH 6,0 
Figura D. 2- Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 utilizando sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,59 mg/mL e (2) 2,51 mg/mL. L– Lavagem: Mes 25 
mmol/L pH 6,0. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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3) Mes 25 mmol/L pH 6,5 
Figura D. 3- Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 utilizando sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,51 mg/mL e (2) 2,47 mg/mL. L– Lavagem: Mes 25 
mmol/L pH 6,5. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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 Mops 25 mmol/L 
1) Mops 25 mmol/L pH 6,5 
Figura D. 4- Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 utilizando sistema 
tamponante Mops 25 mmol/L pH 6,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,69 mg/mL e (2) 2,53 mg/mL. L– Lavagem: Mops 25 
mmol/L pH 6,5. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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2) Mops 25 mmol/L pH 7,0 
Figura D. 5- Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 utilizando sistema 
tamponante Mops 25 mmol/L pH 7,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,74 mg/mL e (2) 2,63 mg/mL. L– Lavagem: Mops 25 
mmol/L pH 7,0. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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APÊNDICE E 
 Perfis cromatográficos e eletroforéticos para os ensaios cromatográficos realizados a 
partir de soro humano 20x diluído nas colunas contendo os criogéis PAAm-Bisoxi-PEI-2. 
 
 Mes 25 mmol/L 
1) Mes 25 mmol/L pH 5,5 
Figura E. 6- Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 utilizando sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 5,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,32 mg/mL e (2) 2,25 mg/mL. L– Lavagem: Mes 25 
mmol/L pH 5,5. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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2) Mes 25 mmol/L pH 6,0 
Figura E. 7- Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 utilizando sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,70 mg/mL e (2) 2,79 mg/mL. L– Lavagem: Mes 25 
mmol/L pH 6,0. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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3) Mes 25 mmol/L pH 6,5 
Figura E. 8- Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 utilizando sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,17 mg/mL e (2) 2,23 mg/mL. L– Lavagem: Mes 25 
mmol/L pH 6,5. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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 Mops 25 mmol/L 
1) Mops 25 mmol/L pH 6,5 
Figura E. 9- Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 utilizando sistema 
tamponante Mops 25 mmol/L pH 6,5. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,46 mg/mL e (2) 2,46 mg/mL. L– Lavagem: Mops 25 
mmol/L pH 6,5. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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2) Mops 25 mmol/L pH 7,0 
Figura E. 10- Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 utilizando sistema 
tamponante Mops 25 mmol/L pH 7,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,43 mg/mL e (2) 2,49 mg/mL. L– Lavagem: Mops 25 
mmol/L pH 7,0. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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APÊNDICE F 
Perfis cromatográficos, eletroforéticos e curva de ruptura para os ensaios 
cromatográficos realizados a partir de soro humano 20x diluído nas colunas contendo os 
criogéis PAAm-Bisoxi-PEI-3. 
1) Mes 25 mmol/L pH 6,0 (Cromatografia) 
Figura F. 1- Perfil cromatográfico (a) e eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução de 
soro humano diluído em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3 utilizando sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 1,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,61 mg/mL e (2) 2,55 mg/mL. L– Lavagem: Mes 25 
mmol/L pH 6,0. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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2) Mes 25 mmol/L pH 6,0 (Curva de Ruptura) 
Figura F. 2- Curva de ruptura (a) e perfil eletroforético (b) da separação de IgG a partir de solução 20x 
diluída de soro humano em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3 utilizando sistema 
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0. Vazão: 0,5 mL/min. I– Injeção de 10,0 mL de solução de soro 
humano 20x diluído na concentração de (1) 2,26 mg/mL e (2) 2,37 mg/mL. L– Lavagem: Mes 25 
mmol/L pH 6,0. E– Eluição: Acetado de Sódio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R– 
Regeneração: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M– Marcador de alta massa 
molecular; IgG– Marcador de IgG; I– Injeção; L– pool das frações de lavagem; E– pool das frações de 
eluição; R- pool das frações de regeneração. 
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